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1. Bevezetés

Napjainkban novekvd tendencidt figyelhetlink meg a kiilonb6zé neurokognitiv
hanyatlassal 0sszefliggésbe hozhatd betegségekben (pl.: Alzheimer-kér (AK), Pick-atrophia,
frontotemporalis demencia) és neurodegenerativ zavarokban (Parkinson-kor) szenvedd betegek
szdmaban. Ez a novekvl tendencia azonban nem csupan a betegek szempontjabol jelent
problémat, hanem jelentés mértékben érinti kornyezetiiket, csaladjukat, ugyanis a betegség
elérehaladtaval a tiineteik is egyre sulyosbodnak, ami részleges vagy mindennapos apolast, és
novekvo kiadasokat vonhat maga utan (Jutkowitz és mtsai., 2017). A neurokognitiv zavarokban
szenvedok szamanak progressziv ndvekedése globalis szintli probléménak tekinthetd, igy a
megfeleld gyogyszeres kezelések kifejlesztése, valamint a hattérben zajlo patologias
folyamatok megértése €s feltérképezése kiemelkedd fontossaggal bir a tudomanyos kutatasok
kozott (More és mtsai., 2020).

A Dbetegségekben megfigyelhetd progressziv kognitiv hanyatlds vezetd tiinete a
memoriazavar, amely magéaba foglalja az jabb ismeretek tanulasanak nehézségét és a mar
meglévo ismeretek hasznélatanak zavarat egyarant (American Psychiatric Association, 2013;
Arvanitakis és mtsai.,, 2019). A hippocampus kulcsfontossagu szerepet jatszik az absztrakt
memoriakonszolidaciés folyamatokban, igy a hosszatdvi memoria létrehozésdban is
kiemelkedd a szerepe (Lisman és mtsai., 2017; Sekeres ¢és mtsai., 2018). Fontos cél tehat az
agykéreg, azon beliil a hippocampus részletesebb megismerése in vivo kisérletek segitségével,
kiilondsen azért, hogy az 0j gyogyszerjelolt vegyiiletek hatdsmechanizmusukat tekintve is
célzottan a betegségek hatterében allo agykérgi folyamatokra hassanak. Jelen PhD dolgozat is
ezt a teriiletet vizsgalja, a hippocampuson beliil a CAl-es régioban talalhatd piramissejtek
valaszait mar a forgalomban levé vagy preklinikai kutatasokban vizsgélt gyogyszerjelolt
vegyliletek szisztémas és lokalis addsara. Jelenleg a kereskedelemben kaphatd gyogyszerek
els6dleges hatésa a kiilonboz6 stlyossagli neurokognitiv zavarok tlineteinek csokkentése, igy a
beteg ¢letmindségének javitasa (Lanni €s mtsai., 2008). A gyogyitas, a lehetséges terapias utak
spektrumanak bodvitése kiemelt fontossaguva valt az elmult évtizedekben a kognitiv
teljesitményfokozokkal kapcsolatos alap- és alkalmazott kutatdsok terén egyarant. Ezen
kutatasok alap pillérét jelenthetik a ragcsalokon végzett elektrofiziologiai kisérletek és
viselkedés vizsgalatok, melyek segitségével egy alap képet vazolhatunk fel az egyes
gyogyszerjelolt vegyiiletek élettani hatasaival kapcsolatban, abbodl a célbol, hogy kutatasok
késObbi fazisaiba mar csak a valéban hatékony €s biztonsagos vegyiiletek juthassanak tovabb,

valamint uj adatokat szolgaltassanak a kérgi neuronhal6zatok mitkodését illetden (Sarter, 2000).



2. Roviditések jegyzéke

acetilkolin (ACh)

acetilkolin-észteraz inhibitor (AChEI)

Alzheimer-kor (AK)

D-aminosav-oxidaz enzim (DAAO)

D-aminosav-oxidaz enzim inhibitor (DAAOI)

enyhe neurokognitiv zavarok (eNKZ)

gamma-amino-vajsav (GABA)

glicin modulécios hely (GMS)

hosszu tavu (szinaptikus) depresszid (long term depression; LTD)
hosszu tavu (szinaptikus) potenciacié (long term potentiation; LTP)
hosszu tavi memoria (long term memory; LTM)

ionotrdp 5-hidroxi-triptamin-receptor (ionotrop 5-HT3-receptorok vagy szerotonin receptor)
kozponti idegrendszer (KIR)

major neurokognitiv zavar (mNKZ)

metabotrop glutamat receptor (mGLU-receptor)

muszkarinos ACh-receptor (mACh-receptor)

nagy teljesitményt folyadékkromatografia (High Performance Liquid Chromatography;HPLC)
negativ alloszterikus modulator (NAM)

nikotinos ACh-receptor (nACh-receptor)

N-metil-D-aszpartat (NMDA- receptor)

noradrenalin (NA)

obszessziv-kompulziv zavar (Obsessive-compulsive disorder; OCD)
pozitiv alloszterikus modulétor (PAM)

rovid tava (szinaptikus) depresszié (short term depression; STD)
rovid tava (szinaptikus) potencidcio (short term potentiation; STP)
rovid tavli memoria (short term memory; STM)

a7 tipust nikotinos ACh-receptor (alfa7 nACh-receptor)

a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolepropionik sav receptor (AMPA-receptor)



3. Irodalmi attekintés

3.1. Neurokognitiv zavarok

A neurokognitiv zavarok azon betegségeknek a csoportjat foglaljadk magukba, melyek
esetében elsddlegesen valamilyen kognitiv domén, kognitiv funkcid karosodasa all fenn.
Ezeken kiviil a patologids személyiségvaltozas bizonyos tlinetei is megjelenhetnek, példaul
érdektelenné €s szocialisan visszahuzodobba valhat az egyén. A kognitiv hanyatlas hatterében
allhat valamilyen neurodegenerativ betegség, de kiilonbozd kognitiv funkciokat érintd hibas
miikddések eléfordulhatnak pszichiatriai korképek esetében is pl.: skizofrénia, major
depressziv zavar. Amit viszont fontos kiemelni, hogy a neurokognitiv zavarok nem a sziiletés,
vagy a korai mentalis fejlédés soran alakulnak ki, hanem az életkor elérehaladtaval felnétt vagy
1d6s korban, igy sulyossagtol fliggéen idobeli romlas tapasztalhato a korabbi kognitiv
miikodésekhez képest (American Psychiatric Association, 2013; Sachdev és mtsai., 2015).

A neurokognitiv zavarokon beliil sulyossag alapjan megkiilonboztetjiik a major
neurokognitiv zavarokat (mNKZ), valamint az enyhe neurokognitiv zavarokat (eNKZ). Itt
fontos megjegyezniink, hogy a DSM-5 (The Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, Fifth Edition) a ,demencia” kifejezést meghaladva vezette be a ,major
neurokognitiv zavar” kifejezést, de a két fogalom kozott szoros kapcsolat és atfedések
talalhatoak, mely alapjan szinonimaként hasznalhat6é a két kifejezés (American Psychiatric
Association, 2013; Sachdev és mtsai., 2015). !

A major neurokognitiv zavarok (demenciak) esetében egy vagy tobb kognitiv domén
(0sszetett figyelem, végrehajto funkcid, tanulas és memoria, nyelv, perceptudlis motoros vagy
szocialis kognicid) hibas mukodése all fenn, olyan mértékben, hogy az mar akadalyozza a
mindennapi tevékenységekkel kapcsolatos Onallosdgat az érintett személynek. Példaul, a
mindennapi életvitel olyan rutinszerli, de komplex tevékenységei sordn is mar segitség
szlikséges, mint példaul a szamlak Kkifizetése vagy a gydgyszerelés. Az mNKZ-ok
kialakulasdhoz szamos betegség vezethet, azonban az dregedéssel természetes modon egyiitt
jaro kognitiv teljesitménycsokkenést nem sorolhatjuk a kéros allaptok kozé (Petersen €s mtsai.,
1997). A leggyakoribb demenciat okoz6 betegségeken kiviil (AK, Lewy-betegség, Pick-
betegség, Huntington-kér vagy a Parkinson-kor) szamos mas oka lehet az mNKZ
kialakulasanak (Cacabelos és mtsai., 1999; Gomperts, 2016; Kane és mtsai., 2018; McColgan

& Tabrizi, 2018; Salardini, 2019). Fontos megemliteniink az éreredeti (vaszkularis)

1 A dolgozatban a legtobb helyen a stilyos neurokognitiv zavar kifejezést hasznéljuk, de azokban az esetekben,
ahol a fogalmak ko6zotti valtas nehezitené a szakirodalomi utalasok megértését, megtartottuk a demencia kifejezést.



demencidkat, mivel az AK utan a cerebrovascularis betegségek okoznak a masodik legnagyobb
aranyban demenciat (O’Brien & Thomas, 2015; Salardini, 2019). Tovabba ide sorolhatunk
kiilonbozé fertézo betegségeket is (pl.: AIDS — HIV asszocialt neurokognitiv betegség,
bakterialis meningitis, neuroszifilisz, virusencephalitis), a prionbetegség leggyakoribb formajat
a Creutzfeldt-Jakob betegséget, anyagcserével kapcsolatos megbetegedéseseket (pl.: dializis
demencia, tranziens globalis amnesia, hipothyreosis), bizonyos hianybetegségeket (pl.:
Wernicke-Korsakow-szindroma, Bl2-vitamin hiany), valamint példaul a hippocampus
szkler6zist, mely betegség a hippocampus szelektiv sejtpusztulasaval és glidzissal jaro
patofizioldgiaval jellemezhetd (Amador-Ortiz & Dickson, 2008; Arena & Rabinstein, 2015;
Berger & Dean, 2014; Clifford & Ances, 2013; Dunea, 2001; Moore és mtsai., 2012; Uttley és
mtsai., 2020; Wijnia, 2022).

A neurokognitiv zavarok kovetkezo nagy csoportjat az eNKZ-ok alkotjak, mely tiinetei
kozott megemlithetjiik a memoriazavart, exekutiv miikodészavart, a figyelem- vagy
informaciofeldolgozas sebességének zavarat, perceptudlis-motoros képességek zavarat, nyelvi
kifejezés zavarat (pl.: beszédmegértés, megfeleld szavak megtaldlasa). Fontos kiilonbség a
mNKZ-hoz képest, hogy az eNKZ-ok esetében a kognitiv deficitek nem akadalyozzak a
mindennapi tevékenységekkel kapcsolatos Onallosagat az érintett személynek (American
Psychiatric Association, 2013; Sachdev ¢és mtsai., 2015). Az eNKZ-ok egy viszonylag ujonnan
leirt szindroma, amely a normal 6regedés ¢és példaul az AK korai stadiuma kozott helyezkedik
el (Elias és mtsai., 2000; Hugo & Ganguli, 2014; Petersen ¢s mtsai., 1997; Sachs-Ericsson &
Blazer, 2015). A szindroma tilinetei koz¢ altalanos memoriapanaszok sorolhatok, de ezek mellett
megtartott a napi aktivitas, és normalis kognitiv funkciok jellemzik az egyént. Az eNKZ-ral
diagnosztizalt betegek esetében neuropszichologiai tesztek és funkciondlis képalkoto eljarasok
segitségével kimutattak egy altaldnos diszfunkcidt, amely a frontalis lebenyt, a bazalis
ganglionokat, valamint a neocortexet érinti (Fabrigoule és mtsai., 1998). Egy masik fontos
diagnosztikai adat a hippocampus kezdetleges leépiilésének ténye (Petersen és mtsai., 1997).
Mind a tiineti hasonldésag, mind az érintett agyteriiletek alapjan az eNKZ hatterében allo
folyamatok mechanizmusanak részletesebb megismerése ¢és megértése fontos kiindulopont
lehet a neurodegenerativ betegségek kovetkeztében kialakul6 mNKZ terdpids kezelésében,
valamint fontos kiinduldépontja lehet az egyes betegségek korai felismerésének (Cavallo és

mtsai., 2016).



Memoriafunkciok a neurokognitiv zavarokban

A neurokognitiv zavarok esetében szdmos kognitiv domén érintett lehet, de az
elsddleges tiinetek koz¢ a memoriafunkciok romldsa sorolhatd (Lanni és mtsai., 2008). A
kiilonbozo tipusu emléknyomok (példaul révid vagy hosszu tavi emlékek) kialakitdsanak
képessége a csigaktol az emberig megfigyelhetd jelenség a tobbsejtli szervezetekben. A
memoria kiillonb6zé fajtaiban és egymastdl evolicids szempontbol is tavol allo fajok kozott,
mint példaul a muslicék, tengeri csigak, csigdk, madarak és emldsok esetében, tobbnyire
ugyanazok az alapvetd molekuldk jatszanak szerepet a tanulés alap folyamataiban, ami arra
utal, hogy a memoria molekularis mechanizmusa széles korben konzervalddott a F61don (Lanni
¢s mtsai., 2008). Ezen jelenség szintén nagy mértékben eldsegiti a ragcsalokon végzett
kisérletek transzlalhatosagat a megfeleld modellek segitségével.

A memoriafunkcidkat tobb modon is csoportosithatjuk: az emlékek megtartasanak
id6belisége alapjan (rovid td&vii memoria (révid tava memoria (short term memory; STM) és
hosszu tdva memoria (LTM), az eltarolt informacio6 természete alapjan (deklarativ vagy explicit
¢s nem deklarativ, azaz implicit memoria) (Graf & Schacter, 1985; Rosenzweig és mtsai.,
1993). Az explicit memoridhoz kothetd emléknyomok Iétrejottének folyamataban kiillonbozo
1épéseket, alfolyamatokat tudunk elkiiloniteni: a kodoléas, ami az 0 informécio6 el0készitése az
idegrendszer altal tarolhaté formdba, a konszolidacid, ami a rovid tavi, labilis emléknyom
stabilizaldsa, sejtaktivitastol valo fliggetlenitése, LTM-be valod atirasa, a tarolds, a visszahivas,
ami a kiilonbozd kozponti idegrendszeri (KIR-1) teriileteken tarolt informaciok integralasa,
visszaalakitasa sejtaktivitdsi mintazatokba (Lanni és mtsai., 2008).

Mindegyik 1épés fontos szereppel bir az emléknyomok létrejottének folyamataban.
Kisérletes uton bizonyitottak, hogy az egyes Iépések eltéré KIR teriiletekhez kothetdk, pl.: a
kezdeti feldolgozés ¢és a tarolas a neocortex miikodésével kapcsolhatd 0ssze (Jung €s mtsai.,
2008; Mecklinger, 2010; Otani és mtsai., 2015; Rothschild, 2019; Schwindel & McNaughton,
2011; Takehara-Nishiuchi, 2014).

3.2. A hippocampus

A hippocampus a limbikus rendszer egyik kozponti része, pontosabban a
hippocampélis-formatio: hippocampus, indusium griseum ¢s az area subcallosa KIR
teriiletekkel kiegésziilve (Moser & Moser, 1998). Fontos archicorticalis agyi struktira, amely
kapcsolatba hozhato a kiilvildg informacioinak feldolgozasaval, valamint kiemelkedd szerepe

van az emlékezés folyamataban (Fanselow & Dong, 2010). Az emlékezésben betoltott kdzponti
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szerepére akkor deriilt fény, mikor az 1950-es években epilepszidban szenvedd betegek
kezelése soran terapias célbol sebészileg eltavolitottak a medidlis temporalis lebeny egészét
vagy részeit, igy a hippocampust is. Az elsd leghiresebb H.M. esete volt, akinek sebészileg
bilateralisan tavolitottak el a hippocampalis- formatio és az amygdala teriiletét (Annese et al.,
2014; Corkin, 2002; Corkin et al., 1997; Milner et al., 1968; Scoville & Milner, 1957; Winter,
2018). A miitét utan felépiilé betegek képesek voltak korabbi emléknyomaik eléhivasara,
felidézték régebbi emlékeiket, valamint birtokédban voltak begyakorolt készségeiknek. Ezzel
szemben képtelenek voltak 1) emléknyomokat tarolni a hosszu-tava memoridjukba, igy nem
ismerték fel késobb az egy nappal korabban megismert 0j ismerdseiket, vagy ugyanazt az
ujsagot tobbszor is kiolvastak, anélkiil, hogy barmire emlékeztek volna tartalmabol. Ez alapjan
régebbi emléknyomaik feltehetéleg mar mas agykérgi teriileteken tarolddtak ¢és a
hippocampustdl fiiggetleniil is elohivhatok voltak. Ezeken az emléknyomokon mar lejatszodott
a memoriakonszolidacié folyamata (Corkin, 2002; Rausch, 2002). Az altalunk is vizsgalt
hippocampélis CAl-es régid6 memoriaban betdltdtt potolhatatlan szerepére is fény dertilt,
amikor egy stroke utdn a korhazba keriilve, R.B. nevii beteg H.M.-hez hasonlé tiineteket
mutatott, bar enyhébb formaban. Késobbi vizsgalatok soran kideriilt, hogy R.B. esetében az

crer

piramissejtjeit érintette (Zola-Morgan és mtsai., 1986).

3.2.1. A hippocampalis- formatio anatomiaja és kapcsolatrendszere

A human és a ragcsaldé hippocampalis- formatioban egyarant, négy fo, viszonylag
egyszerl strukturaju archicorticélis teriiletet kiilonithetiink el: a gyrus dentatust, a cornu
Ammonist (ezt De Lorente nyoman az alabbi alteriiletekre oszthatjuk: CA4, CA3, CA2, CAl),
a subicularis cortexet (ezen beliil szintén harom kisebb részt tudunk elkiiléniteni: subiculum,
parasubiculum, presubiculum), valamint az entorhindlis cortexet (Amaral & Witter, 1989;
Lorente, 1934). Az entorhinalis kéregbdl ered a hippocampus egy fontos bemenete, a perforans
palya, amely az entorhinalis kéreg II. rétegét koti 0ssze a gyrus dentatussal és a hippocampus
keresztiil kapcsolodik a CAl-es régiohoz (A Schaffer-kollateralis elnvezés Schaffer Karoly
nevéhez kothetd, aki a magyar idegkdrszovettani iskola megteremtdje volt). A CAl-es régid
piramissejtjei reciprok kapcsolatban vannak az entorhinalis cortex mélyebb rétegeivel (IV.-V.),
¢s a subicularis cortex neuronjaival. Az efferens axonok ezen kiviil az ellenoldali hippocampalis
sejtekkel is kapcsolatban vannak, valamint a septalis magokkal egyarant (septo-hippocampalis

palya) (Amaral & Witter, 1989; Freund, 1992; Moser & Moser, 1998; Schultz & Engelhardt,
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2014). A hippocampusban az egyedfejlodés soran kiilonb6zd sejtrétegek ¢€s sejttipusok
alakulnak ki a funkcionalitasnak megfeleléen (Forster €s mtsai., 2006). A struktrara jellemzd
jellegzetes sejttipusok kozott megemlithetjiik a piramissejteket, a szemcsesejteket (granularis
sejtek) és az interneuronokat. A hippocampalis- formatio jellegzetes réteges szerkezettel
jellemezhetd, amely a principalis sejtek dendritfijanak parhuzamos elrendezédése ¢és a
kiilonbozd afferens és efferens palyarendszerek szerkezete miatt alakult ki (1. abra). A
hippocampdlis- formatio fontosabb szerkezeti rétegei: gyrus dentatus (DG), stratum oriens
(SO), stratum pyramidale (SP), stratum radiatum (SR), stratum lacunosum-moleculare (SLM),
molekuléris rétege a gyrus dentatusnak (ML), granularis sejtek rétege (GL), gyrus dentatus
hilusa (H), stratum lucidum (SL). A cornu Ammonis principalis sejtjei a nagyméretii
piramissejtek, melyek egy sorban helyezkednek el. A piramissejtek sejttestjei hozzak létre a
stratum pyramidale-t, majd apikdlis dendritjeik a straum radiatumba, majd a stratum
lacunosum-moleculare-ba futnak. Bazalis dendritjeik pedig a stratum oriens rétegében
végzddnek. Az alveus réteg a hippocampus efferens axonjait tartalmazza, melyek késébb a
fimbriat, majd a fornixot fogjak alkotni. A gyrus dentatus szemcsesejtjei tobb rétegben
elhelyezkedd, kisebb méretli idegsejtek. Dendritfajuk a stratum moleculare rétegében talalhato,
melyen nagyrészt az entorhinalis kéreg idegsejtjeivel 1étesit szinaptikus kapcsolatot. (Amaral

& Witter, 1989; Buzsaki, 1996; Mercer & Thomson, 2017).

CAl

1. abra

A patkany hippocampalis- formatio anatomiai szerkezete
(Ludkiewicz és mtsai., 2002)



3.2.2. A hippocampus f6 neurotranszmitter rendszerei

A hippocampus funkcidi szamos neurotranszmitter rendszer Osszehangolt mitkddése

segitségével valdsulhatnak meg. EbbOl az is adodik, hogy a kiilonb6z6 transzmitter
rendszerekhez kothetd ligandok eltérd hatassal vannak a hippocampalis neuronok aktivitasara.
A legfébb neuronalis modulatorai a hippocampalis- formationak a glutamat, a gamma-amino-
vajsav (GABA), acetilkolin (ACh), noradrenalin (NA), szerotonin (5-HT) (Vizi & Kiss, 1998).
De ezeken kiviil szamos mas endogén neuroaktiv anyagrol, molekulardl kimutattdk mar a
hippocampus mitkodésében betoltott szerepét, a teljesség igénye nélkiil pl.: neuropeptidek, ATP,
Osztrogén hormonok (Beck & Pourié, 2013; de Mendonga & Ribeiro, 1996; Inoue, 1998; Lathe,
2001; Shughrue & Merchenthaler, 2000; Vizi & Kiss, 1998).
(koriilbeliil 90%-at) a glutamaterg principalis sejtek adjak (piramissejtek és granularis sejtek)
(Vizi & Kiss, 1998). Szamos irodalmi adat alapjan kijelenthetjiik, hogy glutamat iontoforetikus
addsdnak hatasara a hippocampus piramissejtjei gyors tiizelési frekvencia ndvekedéssel
vélaszolnak (Biscoe & Straughan, 1966; Dodd és mtsai., 1981). ElImondhatd, hogy a glutamat
a KIR legfébb serkentd hatdsu neurotranszmittere, igy nagyon fontos, hogy megfeleld
koncentracioban legyen jelen a célteriiletén (Zhou & Danbolt, 2014). A neurodegenerativ
betegségek soran szamos gyulladdsos folyamat jon 1étre, mely folyamatokhoz kothetd példaul
a glutamaterg receptorok tulzott aktivitdsa kovetkeztében létrejovd excitotoxicitas okozta
sejthalal (Hynd és mtsai., 2004; Iovino és mtsai., 2020; Lau & Tymianski, 2010). A glutaméterg
rendszerhez négy f0 receptortipus tartozik: a-amino- 3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolepropionsav
receptor (AMPA-receptor), kainat-receptor, N-metil-D-aszpartit (NMDA-receptor),
metabotrép glutamat receptor (mGLU-receptor) (Collingridge & Abraham, 2022). A nyolc
mGlu-receptor altipusbol az alabbiak expresszalédnak a hippocampus teriiletén: mGlul,2,3,5,7
receptor. Ezek mindegyike fontos szereppel bir a hippocampuson beliili szinaptikus plaszticitas
folyamataban (Senter és mtsai., 2016).

A négy 6 glutamaterg rendszerhez kothetd receptortipus mindegyike kiemelkedd
szerepet jatszik a szinaptikus plaszticitds folyamataban (részletesebben lasd 3.3. fejezet, A
hippocampalis plaszticitds). A disszertacioban, a kisérleteknek megfelelden az NMDA-
receptorok ¢és a nikotinos ACh-receptor (nACh-receptor) lesznek részletesebben bemutatva.

Az NMDA -receptorok heterotetramer szerkezetliek, altalaban kettd NR1 és kettd NR2
alegységbdl épiilnek fel, de vannak NR3 alegységet tartalmazo receptorok is. Mind a harom
alegységnek kiilonbozo splice variansait tudjuk elkiiloniteni a KIR kiilonb6z6 teriiletein vagy

az idegrendszer fejlodésének és érésnek a kiilonbozé fazisaiban (Collingridge és mtsai., 2013;
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Molnar, 2008). Maguk a receptorok ionotrop receptorok, a receptort felépitd két NR1 alegység
alkotja meg a receptor ioncsatorna részét, mely nyitott allapotban kationcsatornaként miikodik,
leginkdbb a Ca’ atereszté képessége nagy (Lau & Tymianski, 2010). Az NMDA-receptorok egy
kiilonleges tulajdonsaganak szamit, hogy annak Ca?* csatornajat nyugalmi helyzetben egy Mg?*
ionokbol all6 Mg?" blokk vagy mas néven Mg®" dugd elzarja. Igy az NMDA-receptoron
keresztiili Ca®" influx csak a Mg?" dugé eltavolitasa utdn lesz lehetséges, mely egy adott
membranpotencidlon (koriilbeliil -35mV-os hipopolarizacio) kovetkezik be (Lisman és mtsai.,
2002; Nowak ¢és mtsai., 1984). Egy masik fontos és jellegzetes tulajdonsdga az NMDA-
receptoroknak, hogy a glutamat koté hely mellett (NR2 alegység) talalhatd rajtuk egy ko-
agonista kotohely is, melyet glicin moduléciés helynek is hivnak (GMS), ahova két endogén
aminosav a glicin vagy a D-szerin bekotddése lehetséges (Collingridge és mtsai., 2013; Le Bail
¢s mtsai., 2015). Az eddigieket Osszefoglaloan harom f6 folyamatnak kell 1étrejonnie az
NMDA-receptor funkcionalis miikddéséhez: 1) glutamat kotddése az NR2 alegységhez; 2)
posztszinaptikus depolarizaci, amely feloldja az ioncsatorna Mg?* blokkjat; 3) glicin vagy D-
szerin kotddése a GluN1 alegység glicin modulacids helyén (GMS) (Paoletti & Neyton, 2007).

A hippocampusban glutamaterg principalis (piramis-) sejtek mellett talalhat6 idegsejtek
koriilbeliil 10%-a GABAerg interneuron (Freund & Buzséaki, 1998; Pelkey és mtsai., 2017). A
GABAerg interneuronok legnagyobb aranyban a glutamaterg pirincipalis sejtekkel vannak
kapcsolatban, de bizonyos résziik interneuronokkal, igy a kis sejtszam ellenére, ez a valtozatos
neuronpopulacié a hippocampalis miikddéseken beliil, gyakorlatilag minden fontos 1épésben
meghataroz6 szerepet jatszik, valamint a hippocampus prenatalis fejlodésében és érésében is
kiemelkedd szereppel birnak (Kullmann, 2011; Pelkey és mitsai., 2017). Jelenleg 15 {6
interneuron tipust tudunk elkiiloniteni, melyek embrionalis eredet, anatdmia, tiizelési mintazat,
fesziiltség fiiggd csatornaik, ligand fiiggd csatornaik, funkcid és kapcsolatrendszeriik alapjan is
elkiilontilnek (Pelkey és mtsai., 2017).

A glutamat és a GABA f6leg szinaptikus jelatvitelben vesznek részt, ezzel szemben pl.:
a kolinerg axon terminélisok a nem szinaptikus jelatvitelben jelentdsek (Vizi & Kiss, 1998).
Acetilkolin adésara is tiizelési frekvencia novekedéssel valaszolnak a sejtek a glutamathoz
hasonldan, azonban ez a ndvekedés lassabban alakul ki és tovabb tart az iontoforetikus aram
kikapcsolasa utdn (Ben-Ari és mtsai., 1981; Cole & Nicoll, 1984). Az acetilkolin érzékeny
sejtek nagy szamban megtalalhatéak a hippocampus teriiletén, és fontos szerepet jatszanak az
epizodikus és a szemantikus memoria kialakitdsdban, valamint a hippocampus teriiletén
lezajlodo felndttkori neurogenezis szabalyozdsaban (Haam & Yakel, 2017; Hasselmo, 2006;

Hasselmo & Sarter, 2011; Madrid és mtsai., 2021). A hippocampus kolinerg szabalyozasanak
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6 kiinduldpontja a medialis septum teriilete, melyrdl elektrofizioldgiai kisérletek segitségével
bizonyitottdk, hogy nem csupan a neuronok tiizelési aktivitdsanak, de rendszerszinten a
hippocampdlis theta oszcillaciok szabalyozéasaban is fontos szerepe van (Dannenberg és mtsai.,
utvonal erdsitése, a piramissejteken és GABA-erg interneuronkon talalhaté alfa7 tipusu
nikotinos ACh-receptorokon (alfa7-nACh-receptor) keresztiil (Fujii €s mtsai., 1999, 2000; Leao
¢s mtsai., 2012; Mann & Greenfield, 2003; Nakauchi és mtsai., 2007). Ezen eredményekben
van egy bizonyos mértékli ellentmondds, példaul tobb tanulmany azt mutatta ki, hogy a
Schaffer-kollateralis utvonalat gatolja az ACh (Dasari & Gulledge, 2011; Hasselmo & Schnell,
1994; Herreras ¢és mtsai., 1988; Mans ¢és mtsai., 2014). Ennek a kiilonbségnek az egyik
magyarazata lehet, hogy az ACh szinaptikus plaszticitasra gyakorolt hatdsa idézitésfiiggd.
1dozitéssel torténik a glutamaterg hatasokhoz képest, 1étrejohet LTP (hosszu tava szinaptikus
potenciacid) vagy STD (rovid tavh szinaptikus depresszid) (Gu & Yakel, 2011; Haam & Yakel,
2017; Ji és mtsai., 2001). Az ACh hatésa attdl is fligg, hogy melyik receptor tipust vagy altipust
aktivalja (Bell és mtsai., 2013). A kolinerg rendszerhez kothetd két f6 receptortipus tartozik: a
ligandaktivalt ioncsatorna nACh-receptor ¢s a ligandaktivalt G-proteinhez kapcsolt
muszkarinos ACh-receptor (mACh-receptor), melyek koziil mindkettd megtalalhatdo a
hippocampus teriiletén (Albuquerque és mtsai., 2009; Haam & Yakel, 2017).

A nACh-receptorok 6t alegységbdl allo, excitatoros kation csatorndk, aktivaciojuk a
sejtmembran depolarizacidjat eredményezi (Albuquerque ¢és mtsai.,, 2009). A nACh-
receptorokrol  altalanosan elmondhatd, hogy aramatereszté képességiik nagymértékii
fesziiltségfiiggéssel jellemezhetd, valamint jellemzd tulajdonsaguk, hogy a Na' és K ionokon
kiviil, Ca*" ionokra is permeabilis kation csatornak lehetnek (Dani & Bertrand, 2007). Az
alegységfehérjék szamos alcsoportra bonthatok (pl.: alfa7 alegység, béta2 alegység). A
funkcidval bird6 ACh-receptorok legaldbb két alfa alegységbdl és egy masik, altalaban béta
alegységbdl épiilnek fel. A legtobb receptor igy heteromer szerkezetli, azonban vannak
mukodoképes homomer, csak alfa alegységekbdl felépiilé nACh-receptorok egyarant. Ilyen
homomer receptorok kialakitasaért leggyakrabban az alfa7-es alegység a felelds, mely
receptortipus az altalunk vizsgalt két vegyiilet timadaspontja is (Albuquerque €s mtsai., 2009).
A nACh-receptorok természetes ligandjanak, az ACh-nak a kotdhelye az alfa és a béta
alegységek kozott helyezkedik el, ezen kotdhelyhez kiilonbozd agonistak és kompetitiv
antagonistak eltérd affinitasokkal egyarant kapcsolodhatnak. Emellett kiilonb6z6 alloszterikus

kapcsolddasi helyek is taldlhatoak a receptoron, ahova pozitiv alloszterikus modulétorok
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(PAM) vagy negativ alloszterikus modulatorok kapcsolédhatnak (NAM) (Dani & Bertrand,
2007). Eléfordulasuk tekintve tobbféle sejttipuson is megtalalhatdak, igy a hippocampusban
talalhat6 piramissejteken és interneuronokon egyarant (Dani & Bertrand, 2007).

A kolinerg rendszer jelentdségét mutatja példaul az AK esetében, hogy mar a betegség
korai szakaszdban kimutatta szamos tanulmany a kolinerg rendszer elhalasat a bazalis el0agy
teriiletén (Grothe és mtsai., 2010, 2012; Teipel és mtsai., 2014). A human vizsgéalatokon kiviil
szamos ragcsalokon végzett kisérlet is bizonyitja a kolinerg rendszer nem megfeleld
mukodésének jelentds hatasat a hippocampus miitkodésének tekintetében patofiziologiai és
funkcionalis szempontbol egyarant (Berger-Sweeney €s mtsai., 2001; Blokland és mtsai., 1992;
Kantar és mtsai., 2022; Opello és mtsai., 1993; Roloff és mtsai., 2007). P¢ldaul kimutattak,
hogy a medialis szeptumbdl a hippocampus felé tartd kolinerg projekciok szdma jelentdsen
csokken az AK-ban szenvedd betegek esetében, valamint AK egérmodellben egyarant (Belarbi
¢s mtsai., 2011; Davies & Maloney, 1976). Tovabbi megerdsité példa a kolinerg rendszer
hippocampus miikodésében betoltott szerepére, hogy a kolinerg receptorok szdmanak
csOkkenése a teriileten AK-s, memoria diszfunkcids betegeknél (Parent és mtsai., 2013;

Shiozaki és mtsai., 2001).

3.3. A hippocampalis plaszticitas

Az ideghalézatok kialakuldsa ¢és moddosuldsa alapvetd fontossagii a normalis
agymikodés  szempontjabol.  Kiilondsen jelentds ezen plaszticitas szerepe a
memoriafolyamatokban, mivel a tanulasi folyamatok létrejottéhez elengedhetetlen feltétel,
hogy az agy képes legyen finom strukturalis atrendezddésre a szinapszisok szintjén. Ez az
atrendezddés, a szinapszisok szintjén magaba foglalja a szinapszisok szdmanak valtozasat,
valamint maguknak a szinapszisoknak a tipusaban bekovetkez6 valtozasokat egyarant (Magee
& Grienberger, 2020). A human, valamint patkdnyagyr6l egyarant kijelenthetd, hogy
hippocampus teriiletén lezajlodo sejt- és molekularis mechanizmusok igen fontos szereppel
birnak az informaciofeldolgozas folyamataban és az elemi tanuldsi folyamatokban egyarant
(Martin és mtsai., 2000).

A sejtekben ¢és a sejtek kozott lezajlodo szinaptikus valtozasokhoz kotheté folyamatok
kiilonbozo mértékben tekinthetok tartdosnak, igy maguk a szinaptikus valtozasok lehetnek rovid
idejiek: rovid tavu szinaptikus potenciacio (STP) vagy rovid tava szinaptikus depresszié STD),
hosszu idejliek, amelyek esetében ordkig vagy napokig is tarthat a folyamatban résztvevod
idegsejtek konnyebb serkenthetdsége: hosszu tavu szinaptikus potenciacio (LTP) vagy

gatolhatdsaga: hossza tavu szinaptikus depresszid (LTD) (Magee & Grienberger, 2020). Az LTP
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modelljét a memoriahoz kothetd folyamatokon beliil a kezdeti kodolas és tarolas, valamint az
emléknyomok konszolidaciojanak kezdeti fazisaihoz kotik leginkabb. Azonban a visszahivas
folyamataban valosziniileg nem vesz részt (Martin és mtsai., 2000).

Bliss és Lomo az LTP jelenségét el6szor a hippocampus perforans palyajan mutattak be,
de késdbb a hippocampus részeit 0sszekdtd mas teriileteken (pl.: Schaffer-kollateralisok) is 1étre
tudtak hozni az LTP jelenségét, valamint a KIR egy¢b, hippocampushoz nem kothetd palyain
(Berry és mtsai., 1989; Bliss & Lomo, 1973; Martin és mtsai., 2000; Teyler, 1989). A jelenség
Iényege, hogy ha az afferens idegroston nagy frekvencias sorozatingerlést alkalmazunk, akkor
a késoébbiekben egy-egy egyszeres ingerrel nagyobb amplitidoji és meredekségli EPSP-¢k
(excitatoros posztszinaptikus potencial) valthatok ki, mint az elsé sorozatingerlés eldtt (Nicoll,
2017). Az LTP-vel ellentétesen, de komplementer médon mitkdddé LTD jelensége is ugyanolyan
fontos, mint az LTP-¢, mivel a két folyamat egytitt funkcional a legnagyobb hatékonysaggal,
egylitt képesek javitani a szinaptikus sulyok jel/zaj ardnyan, ezzel eldsegitve az emlékezés
megfeleld mikddését (Martin és mtsai., 2000).

A plaszticitas szinaptikus szintjén szdmos neurotranszmitter, neuromodulator kozvetve
vagy akar kozvetleniil is szerepet jatszik az idegrendszeri valtozasok kialakulasért (Palacios-
Filardo & Mellor, 2019). A glutamaterg rendszer szinaptikus plaszticitasban betoltott szerepére
bizonyitékul szolgalhat Collindgridge ¢és mtsai. kisérlete, melyben hippocampalis
agyszeleteken sikeriilt gatolni az LTP kialakulasat egy NMDA-receptor antagonista vegytilet,
az AP-5 segitségével (Collingridge & Singer, 1990). Morris és mtsai. (1986) szintén az AP-5
hatasat vizsgaltak patkanyok vizi ttvesztoben (Morris-féle vizi labirintus) nyujtott
teljesitményére. Eredményeik alapjan az NMDA antagonista AP-5 rontotta a patkanyok térbeli
Mg?* blokk LTP kialakulasaban valo részvételétdl fiiggden, megkiilonboztetink NMDA-fliggd
LTP -t és NMDA-fiiggetlen LTP-t. Az NMDA-fiiggd LTP-re jo példa a perforans palyan és a
Schaffer-kollateralison kialakulé LTP, mig a moharostok szakaszan 1étrejové LTP nem NMDA
fliggd (Harris & Cotman, 1986; Jay és mtsai., 1995; Zalutsky & Nicoll, 1990). Az NMDA-
fliggd LTP esetében a sziikséges hipopolarizalt membran kialakitasara tobbféle lehetdségiik is
van a posztszinaptikus neuronoknak. Példaul egy masik axonr6l szarmazo ingeriilet
segitségével, vagy a posztszinaptikus oldalon taldlhato6 AMPA-receptorok egy idejli, nagy
mértékli aktivacidjaval (Lisman ¢és mtsai.,, 2002). Az NMDA-receptorok szinaptikus
aktivitasban betdltott szerepe és helye alapjan elkiilonitiink szinaptikus és extraszinaptikus
elhelyezkedésii NMDA-receptorokat. A két receptoralcsalad eltéréd szerepet jatszik a

szinaptikus plaszticitas kialakitasaban, az LTP és LTD-hez vezetd szignalizacioban és a
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proapoptotikus folyamatok szabalyzdsaban egyarant (Xia és mtsai., 2010). Az NMDA-
receptorokon kiviil az AMPA-receptorok szerepe is Kkitiintetett. Az AMPA-receptorok
exocitozisanak gatlasaval eldsegithetd a hippocampalis LTD létrejotte patkany hippocampus
sejtkulturan vizsgalva (Fujii €s mtsai., 2018).

A hippocampalis LTP modulalasban fontos szerepet tolt még be az acetilkolin, a
noradrenalin, a dopamin €s a szerotonin is (Palacios-Filardo & Mellor, 2019). A kolinerg rostok
a hippocampusba a medialis septum teriiletérdl érkeznek, aktivitasukat befolyasolja az arousal
(altalanos agyi aktivacids szint, a szervezet €berségi, gerjesztettségi allapota) €s az elsddleges
megerdsitd valaszok (Hangya ¢és mtsai.,, 2015; Teles-Grilo Ruivo ¢és mtsai.,, 2017). A
hippocampus kolinerg beidegzésének Osszefoglald dbraja Letsinger és mtsai. nyoman késziilt
(2. abra) (Letsinger és mtsai., 2022). A hippocampus teriiletén az acetilkolin az ionotrop
receptorok koziil az alfadbéta2 nACh-receptor, alfa3bétad nACh-receptor €s alfa7 tipustt nACh-
receptorokat aktivalja, mig az mACh-receptorokon beliil az M1-M4 tipustiakat. Az ezeken a
receptorokon keresztiil aktivalt Gtvonalak nagy része NMDA-receptor aktivaciot idéz eld
kiilonb6zé mechanizmusokon keresztiil (Palacios-Filardo & Mellor, 2019). Példaul az M1
tipust mACh-receptorok fesziiltség aktivalt és kalcium aktivalt kalium csatorndk gatlasan
keresztiil valtja ki az acetilkolin NMDA-receptor aktivacidjat (Buchanan ¢és mtsai., 2010;
Giessel & Sabatini, 2010; Losonczy és mtsai., 2008; Petrovic és mtsai., 2012). Mig a nACh-
receptorok koziil a homomer alfa7 alegységbdl felépiild receptortipus bizonyitottan fontos
szerepet tolt be a hippocampalis plaszticitas alapjat képezo glutamaterg neurotranszmisszidban
(Li és mtsai.,, 2013). Az alfa7 nACh-receptorok legnagyobb szamban preszinaptikus
idegvégzddéseken helyezkednek el ezeken keresztiil szabalyozzak GABAerg interneuronok és
a CAl-es régi6 piramis sejtjeinek transzmitter-felszabadulésat (Alkondon és mtsai., 1996; Gray
¢s mtsai., 1996; Ji és mtsai., 2001). A piramissejteken talalhat6 alfa7 nACh-receptorok
aktivalasa nikotin adasan keresztiil eldsegitik az LTP indukcidjat a hippocampus CAl
régiojadban (Nakauchi & Sumikawa, 2012; Soéderman ¢és mtsai., 2011). A két
transzmitterrendszer kapcsolatanak meglétére bizonyitékul szolgalhat még Lagostena és mtsai.
egyik kisérlete, amelyben bizonyitottdk, hogy az alfa7 nACh-receptor agonista S-24795
megfeleld dozisban vald adasa erdsiti a Schaffer-kollateralison kivaltott LTP-t is (Lagostena és
mtsai., 2008).

Tovabba a preszinaptikusan elhelyezkedd alfa7 nACh-receptorok aktivalasaval
fokozhat6 a glutamaterg szinapszisok aktivitdsa a hippocampus agyszeleteken (Radcliffe &
Dani, 1998). A nACh-receptorok aktivalasa nagyobb mértékii Ca’* felszabadulds segitségével

szerepet jatszhat ezen receptorok tiizelési aktivitasanak novekedésében. Szamos fiziologiai
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esemény ndvelheti az intraceullularis Ca**-szintet, példaul az NMDA-receptorok aktivitasanak
serkentése (Griguoli és mtsai., 2009). A preszinaptikus facilitacié mellett posztszinaptikus
erdsitésre is képesek a nACh-receptorok, példaul a hippocampus teriiletén a nikotin a
szinaptikus  glutamaterg neurotranszmisszié mértékét képes fokozni (Sharma &
Vijayaraghavan, 2003). Halff és mtsai. munkaja nyoman a nikotin az alfa7 nACh-receptorokon
keresztiil képes novelni és stabilizalni a GluA1 alegységet tartalmazd AMPA-receptorok szamat
hippocampélis neuronok dendrit tiiskéin (Halff és mtsai., 2014). Tovabba, az NMDA-receptor
antagonistadk adasa soran kimutattdk, hogy ezen vegyiiletek befolyasolni tudja a nikotin
fliggdséggel kapcsolatban a toleranciat, a szenzibilizaciot, a fizikai fliggdséget és a nikotin-
onadagolassal kapcsolatos kondiciondlis folyamatokat (Trujillo & Akil, 1995). Papouin és
mtsai. egy kozvetlen utjat irtdk le a kolinerg rendszer NMDA-receptor miikodés moduldlo
hatasanak, kimutattdk a hippocampusban talalhaté asztrocitakrol, hogy a rajtuk elhelyezkedd
alfa7 nACh-receptorok aktivalasa az extracellularis D-szerin szint novelését eredményezi, igy
fokozva az NMDA -receptorok aktivitasat, igy LTP indukal6 hatas tulajdonithat6 a folyamatnak
(Papouin ¢és mtsai.,, 2017). A glutamaterg transzmisszié alfa7 nACh-receptorok altali
szabalyozasa a hippocampus teriiletén széleskoriien kutatott teriilet volt az elmult évtizedben,
tobb szinten ¢és utvonalon sikeriilt kimutatni az alfa7 nACh-receptorok szabalyozd mikodését.
fgy a két transzmitterrendszer (glutamatert és kolinerg) Osszehangolt miikodése
kulcsfontossagu szerepet tolt be az elemi tanulasi folyamatokban, érintettek lehetnek a
megvaltozo szinaptikus hatékonysag kialakulasaban (Cheng & Yakel, 2015; Koukouli &
Maskos, 2015; S. Li és mtsai., 2013).

15



Piramissejtek Interneuronok

Medialis septumboal L‘

érkezd kolinerg rostok A2 Granularis sejtek

Glia sejtek
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Erhélézat \ Neurilis Gssejtek

Mohasejtek |

2. abra

\'\‘4- Hippocampalis fissura

A hippocampus innervdcioja a medialis septumbol szarmazo kolinerg projekcios neuronokon
keresztiil. A kék vonalak a medialis septumbol szarmazo hipotetikus kolinerg projekcios neuron
axonjait abrazoljak, amelyek a hippocampus kiilonbozo régioit innervaljak. Mindegyik doboz a

hippocampusra jellemzé valamelyik sejttipust abrdazolja a lehetséges helyén. A bal felsé barna vonal a
piramidalis réteget (a piramissejtek sejttestjei), mig a jobb alsé barna vonal a molekularis réteget (a
szemcsesejtek setjtestjeit) jeloli. (CAl, 2 és 3 - Cornu Amonis 1, 2 és 3; DG - gyrus dentatus; SO -
stratum oriens; SR - stratum radiatum,; SLM - stratum lacunosum-moleculare (Letsinger és mtsai.,
2022)

3.3. A neurokognitiv zavarok gyogyszeres kezelése

A kognitiv teljesitmény javitdsanak a neurokognitiv zavarok esetében, és a teljesitmény
fokozasanak egészséges emberek esetében széles korii irodalma és valtozatos formai vannak a
szamitogépes kognitiv feladatoktol kezdve, az étrendi valtoztatdsokon at a transzkranialis
magneses ingerléses terapiakig (Antal és mtsai., 2022; Dresler €s mtsai., 2019; Phillips, 2017;
Sanches €s mtsai., 2021). Ebben a széles palettaban foglalnak helyet a kiillonb6z6 gyogyszeres
kezelések, melyek neurotranszmittereket vagy neuromodulatorokat céloznak meg kognitiv
funkciok javitasara. A kifejezés széles korben elterjedt, igy egészséges alanyok esetében a
kognitiv funkciok fokozasa inkabb a cél, mig neurodegenerativ vagy neuropszichiatriai betegek

esetén a kognitiv funkcidkat érintd tiinetek enyhitése (Sarter, 2006). Ezen gyogyszereket

16



Osszefoglald néven kognitiv teljesitményfokozdknak (cognitive enhancers) hivjuk (Dresler és
mtsai., 2019).

A kiilonb6z6 kognitiv tiinetek javitasat célzo kognitiv teljesitményfokozo vegyiiletek
preklinikai fejlesztése szamos kihivast rejt magaban. Talan a legfontosabb ezek koziil a
preklinikai tesztek ¢€s betegségmodellek limitalt validitasa (érvényessége) a human
alkalmazasuk viszonylataban. A validitas Iényegében arrdl ad informaciét, hogy a megalkotott
tesztek és allatmodellek valoban hasznalhatoak és arra hasznalhatoak-e, amire alkalmazni
szerettilk volna oket. A preklinikai kutatasok viszonylatdban tobbféle megkozelitésben
definialhatjuk a validitas fogalmat. A ,,arculati” (face) validitas 1ényege, hogy a betegség és a
modell kdzotti, tiineti megjelenésben megmutatkozé hasonlosagok alapjan vél érvényesnek egy
adott allatmodellt vagy preklinikai tesztet. Prediktiv (predictive) validitas a preklinikai tesztek
kontextusdban annak a mértékét adja meg, hogy a kognitiv funkciok javitasara kifejlesztett
vegyiileteket vizsgalo allatkisérletes betegségmodellek és tesztek eredményei elére jelzik-e az
adott vegylilet kedvezd kognitiv funkcidkra gyakorolt hatasat human klinikai vizsgalatokra
vetitve. A ,,konstruktiv”’ (construct) validitas a preklinikai tesztek esetében azon alapszik, hogy
az adott allatmodell a modellezett betegséget vagy annak egy tlinetét magyarazo elméletet tobb
szinten is magaba foglalja, ezek kozott ok-okozati viszonyt allit fel. Példaul egy olyan
allatmodell érvényesnek tekinthetd a ,.konstruktiv’’ validitds szempontjabol, mely reprodukalja
a molekuldris—cellularis, a neuronalis héalozat és/vagy a viselkedés és kognicid szintjein
l1étrejovo, a betegség etioldgiai hatterének megfeleld hibas mitkddéseket (Sarter, 2006).
Napjainkban egyre nagyobb igényként jelentkezik a preklinikai kutatasokban végzett kisérletek
validitdsanak a human vizsgalatok szempontjabol valé atfogobb monitorozasa és 1), a
jelenleginél nagyobb transzlacids hatékonysagii modellek fejlesztése. Ezaltal nagymértékben
javithato lehet a preklinikai kutatdsok hatékonysaga, ami a fals pozitiv adatok nagy szamanak
csokkentését eredményezheti mind az ) kognitiv teljesitményfokozok fejlesztésével, mind a
mar meglévo kognitiv teljesitményfokozé gyogyszerek feltérképezésével kapcsolatban (Sarter,
1991, 2006; Sarter ¢és mtsai., 1992). Az elmult évtizedekben szamos potencialis
neurotranszmitter-receptor szintli tdmadaspont keriilt a preklinikai kutatasok vizsgalatainak
targyava. Attol fiiggden, hogy mely kognitiv domén karosodott mitkodésének a javitasa a cél,
valtozhat a kiillonboz6é gyogyszerek €s gyogyszerjelolt vegyiiletek tdmadaspontja (Lanni és
mtsai., 2008). Ezen folyamatot gyogyszer Gjrapoziciondlasnak (drug repurposing) hivjuk, és
példa lehet ra a kiilonb6z6 antidiabetikus gyogyszerek demenciakutatasokban valo megjelenése
(Moran ¢s mtsai., 2019)

Az 1. tablazat (Lanni és mtsai., 2008 alapjan, kiegészitve) a teljesség igénye nélkiil
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tartalmaz példdkat mar elfogadott gydgyszerekre és gyogyszerjelolt vegyliletekre, olyan
neurodegenerativ és neuropszichitaria betegségek tiineti kezelésére, melyek esetében a
memoria €s a figyelmi funkcidok nem megfelel6 miikddése fennall (Lanni és mtsai., 2008). A
jelen disszertacioban targyalt kisérleteink sordan mi a memantin, kiilonb6zé alfa7 nACh-
receptor érzékeny agonista és PAM, valamint a D-szerin és a D-szerin visszavételét befolyasold
D-amino-oxidaz inhibitor (DAOOI) hatdsat vizsgaltuk, igy a dolgozat tovabbi részében ezeket

a vegyiileteket és vegyiilettipusokat targyaljuk részletesebben.
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Osztaly

Vegyiilet

Elfogadott hasznalat

Referencia

kolinerg vegytiletek

donapezil, rivastigmine, galantamine

AK tiineti kezelésére

(Birks & Craig, 2006; Birks, 2006; Gorus és mtsai.,
2007)

nACh-receptorra hato
vegyiiletek

alfa7 nACh-receptor agonistak vagy
alfadbéta2 nACh-receptor parcialis

agonistak

nincs, fejlesztés alatti vegyiiletek

(Hoskin és mtsai., 2019; Lombardo & Maskos, 2015)

glutamaterg vegyiiletek

ampakine, memantine

A kdzepesen sulyos vagy sulyos AK-ral €16

betegek kezelése

(Emre & Qizilbash, 2001; McShane és mtsai., 2019)

egyéb glutamaterg
mechanizmusokon

keresztiil hato vegytiletek

piracetam, aniracetam, oxiracetam,

nefiracetam

Id6seknél degenerativ vagy vaszkularis eredetii
figyelem- és memoriazavarokban,

alkoholmegvonas kezelésében

(Malik & Tlustos, 2022; Malykh & Sadaie, 2010;
Shorvon, 2001)

katekolamin receptorokra
hat6 vegyiiletek és

stimulansok

metilfenidat, modafinil, atomoxetine

ADHD és narkolepszia kezelésére

(Greydanus és mtsai., 2007; Keating & Raffin, 2005;
Pataki és mtsai., 2004; Thorpy, 2020)

KIR keringést és
anyagcserét befolyasolo

vegyiiletek

nimodeipine, idebenone, hydergine,

nicergoline

A szubarachnoidalis vérzés utani neurologiai
kimenetel javitasara, idéseknél az érrendszeri

eredetii agyi rendellenességeknél

(Dorhout Mees ¢és mtsai., 2007; Kuang és mtsai.,

2021)

egyéb vegyliletek

acetil-L-karnitin, lecitin, gingko bilona,

ginseng

Néhanyuk felhasznaldsa az EU orszagaiban
kiilonbozo koriilmények kdzott engedélyezett,
integrator készitményekben a kognitiv

teljesitmény javitasara

(Hudson & Tabet, 2003; Mancuso és mtsai., 2007;
Zanelli és mtsai., 2005)

1. tablazat

Osszefoglalé tablazat a kiilonbozd kognitiv domének javitasanak lehetséges vitvonalairdl és irodalmarol (Lanni és mtsai., 2008 alapjan)
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3.4.1. A memantin

A memantin (1-amino-3,5-dimethlyadamantane) egy Eurépaban 2003 o6ta elfogadott
vegyiilet a kdzepesen sulyos és stlyos AK-s betegek farmakoterapids kezelésére (Rogawski &
Wenk, 2006). A memantin jol tolerdlhatd a betegek szdmadra, biztonsagos ¢€s elfogadhato
terapias indexszel rendelkezik (Folch és mtsai., 2018). De nem mellékhatas nélkiili a gyogyszer,
eléfordulhat példaul fejfajas, szédiilés, magas vérnyomds, 4almossag, nyugtalansag,
székrekedés, hasmenés, hanyinger, étvagytalansag, kohogés és nehézlégzés (Blanco-Silvente
¢s mtsai., 2018; Thomas & Grossberg, 2009). Az AK-s betegek kezelése mellett klinikai és
preklinikai kutatasok folynak neuropszichiatriai betegségekben, példaul skizofrénia, depresszid
vagy obszessziv-kompulziv zavar (OCD), val6 alkalmazhatésadgaval kapcsolatban (Czarnecka
¢s mtsai., 2021; Modarresi és mtsai., 2018).

A gybgyszert Onallban adva monoterapids kezelésként, vagy kombindlva
acetilkolinészteraz-gatlokkal (példaul galantaminnal, donepezillel vagy rivastigminnel)
alkalmazzak (Folch és mtsai., 2018; Matsunaga és mtsai., 2015; Schmidt és mtsai., 2015). A
gyogyszer klinikai hatékonysagat els6sorban az NMDA-receptorok kodzepesen erds, gyors
kinetikaja, in. nem-kompetitiv’ gatlasahoz kotik (Rammes €s mtsai., 2001). A nagy affinitasu
NMDA-receptor antagonistakkal ellentétben, mint példdul a ketamin, melynek kifejezetten
negativ hatdsai vannak a tanulds és a memoria folyamatara, a memantin alacsony affinitast
NMDA-receptor antagonistdk kozé tartozik, amely gyorsan képes asszocidlni az NMDA-
receptorokhoz és levalni roluk (Shafiei-Irannejad és mtsai., 2021). Igy megfeleld mértékben
tudja gatolni a glutamat altal indukalt talzott mértéki sejtaktivitast, amely excitotoxicitast, és
az ebbdl kovetkezd neuronadlis szintli karosodast, végiil programozott sejthalalt is kivalthat
patologias esetben (Zhou & Danbolt, 2014). Azonban a memantin receptor szintll
hatdsmechanizmusaval kapcsolatban még szdmos megvalaszolatlan kérdés maradt, féleg amiatt
az ellentét miatt, hogy az NMDA-receptorok szinaptikus plaszticitdsban betoltott szerepe €és a
memantin NMDA-receptor antagonista hatasa kozott nehezen huizhaté parhuzam. Ezen
paradoxon magyarazatara a leginkdbb elfogadott nézet szerint a memantin a Mg?* ionokhoz
hasonldan, fesziiltség-fiiggd modon blokkolja az NMDA-receptorok miitkodését, igy nyugalmi
helyzetben nem engedi azok koros, ténusos aktivacigjat 1étrejonni. Megfeleld
membranpotencial valtozas esetén azonban levalik az NMDA-receptorokrol, igy 1étrejohet a
szinaptikus plaszticitds egyik alapmechanizmusénak fiziologias alapja, az LTP (Danysz &
Parsons, 2003). A memantin szinaptikus plaszticitdsra gyakorolt hatasa mellett, tobb
kutatocsoport kisérleteinek eredményei alapjan neuroprotektiv hatdsunak is bizonyult, ami

alapjan feltételezhetd, hogy a tiinetek javitasa mellett a betegség progressziodjara is hatassal van
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a vegylilet (Epstein et al., 1994; Folch et al., 2018; Lees, 1993). Fontos tovabba megemliteni,
hogy a memantin nagyobb affinitassal gatolja az extraszinaptikus, NR2B alegységet tartalmaz6
receptorokat, ezzel gatolva az extraszinaptikus receptor kivaltotta sejthalalt, viszonylag
megkimélve a normalis szinaptikus aktivitast (Xia és mtsai., 2010).

A fentieken tul tobb ujabb hipotézis is létezik arra vonatkozdan, hogy milyen
utvonalakon képes a memantin a memoriafunkciok javitdsara (Rogawski & Wenk, 2006).
P¢éldaul, a memantin, NMDA-receptor antagonista hatasa mellett az alfa7 nACh-receptorokhoz
is kotddhet antagonistaként (Aracava és mtsai., 2005; Maskell és mtsai., 2003; Pohanka, 2012).
Egyes tanulmanyok a memantin terapias hatdsa mogotti lehetséges folyamatok kéz¢ soroljak a
vegylilet alfa7 nACh-receptorokra gyakorolt részleges antagonista hatisat, bar Aracava és
mtsai. (2005) egyértelmiien negativ jelenségként értelmezik a vegytilet alfa7 nACh-receptor
blokkol6 hatasat a betegség kezelésének a hatékonysagara nézve (Aracava és mtsai., 2005;
Banerjee ¢és mtsai., 2005).

Az alfa7 nACh-receptorok mellett a memantin megfelelé koncentracioban blokkolni
tudja az 5-hidroxi-triptamin receptorokat (5-HTs-receptorok vagy szerotonin receptorok) is
(Rammes és mtsai., 2001; Reiser és mtsai., 1988). A memantin kdzvetett modon €s kdzvetlentil
a D2-es tipusu dopaminreceptorokon keresztiil is képes befolyasolni a dopaminerg rendszert
(Seeman ¢és mtsai., 2008). Az eddig felsorolt receptorokon kiviill a memantin gyenge
blokkoloként hat a hippocampdlis neuronokon taldlhaté L-tipusa ¢és az N-tipusu
fesziiltségfiiggd Ca’" csatornakon is (Rogawski & Wenk, 2006). Zheng és mtsai. altal készitett
Osszefoglald cikk alapjan késziilt 0sszefoglalo abra (3. abra), tobb szinten mutatja be a

memantin valtozatos hatasait a KIR-ben (Zheng €és mtsai., 2014).

21



Memantin tamadaspontjai

i 4 &

Elsodleges Masodlagos Egyéb
célpont célpontok aktivitas
nem kompetitiv, 5-HT;-receptor Amiloidp toxicitas,
alacsony nACh-receptor tau foszforilacio,
affinitasu D2 dopamin-receptor neuroinflammacio,
NMDA-receptor fesziiltség aktivélt oxidativ stressz
antagonista Na~ csatorna elleni hatdsok
3. abra

A memantin hatasanak rendszerszintii felosztasa, kiilon bemutatva elsddleges, masodlagos célpontjait,
valamint neuroprotektiv hatasat, melyek egyiitt jarulnak hozza terapias eredményességéhez és
klinikailag jol toleralhato profiljahoz (Zheng et al., 2014).

3.4.2. A kolinerg rendszer, mint lehetséges tamadaspont

Az AK kezelésébdl kiindulva a betegség kezelésére szolgald vegyiiletek kovetkezd
csoportjat a kolinerg rendszert befolyasold szerek alkotjak, mely alkalmazas az AK-hoz is
kapcsolhato kolinerg hipotézis segitségével magyarazhat6. A kolinerg hipotézis alapgondolata,
hogy az AK soran tapasztalt romlas a figyelem és a memoria funkcidkban az ACh szintézis
mértékének csokkenésével magyarazhato (Bartus €s mtsai., 1982; Sarter, 1991; Sharma, 2019).

Szamos, a kolinerg rendszer miikodését kozvetleniil vagy kozvetetten befolydsolo
kognitiv teljesitményfokozo vegyiilet hatasat vizsgaltak klinikai és preklinikai tesztekben. A
teljesség igénye nélkiill ide sorolhatunk mACh-receptor agonistdkat, nACh-receptor
agonistakat, acetilkolin-észterdz inhibitor (AChEI) vegytileteket, ACh felszabadulasra hato
vegyiileteket, vagy az ACh szintéziséhez sziikséges prekurzorokat egyarant (Sarter, 1991).

Az AK-hoz visszatérve, a betegség gyogyszeres kezelésére az elsd elfogadott
gyogyszerek kozott egy AChEI vegyiiletet taldlunk (Zheng és mtsai., 2014). Mara harom, az
FDA éltal elfogadott AChEI vegyiilet van forgalomban (donepezil, galantamine, rivastigmine)
(Malek & Greene, 2015). AChEI adésaval az acetilkolin-észteraz enzim gatlasan keresztiil az
ACh szinaptikus eliminaciojanak (hidrolizisének) a mértéke fog csokkeni, melynek hatdsara az
extracellularis ACh koncentracio novekedése kovetkezik be (Sharma, 2019).

A memoriajavité antikolinergias szerek egy kovetkezd csoportjat a nACh-receptorokat

celzo gyogyszerjelolt vegyiiletek alkotjak, mely receptorok kiemelkedd szereppel birnak a
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tanulasi €¢s memoria folyamatokban (Dani & Bertrand, 2007; Levin, 2002). A nACh-receptor
antagonista vegyiiletek memoriarontd hatassal birhatnak, ezzel betegségmodellek alapjat is
képezve (Newman & Gold, 2016; Ohno ¢és mtsai., 1993). Ezen allitast arnyalva fontos
megemliteni, a kisérletekben alkalmazott koncentracié fontossagat. Példaul Goethem és mtsai.
az alfa7 nACh-receptor antagonista, metil-likakonitin (MLA) pozitiv hatasat mutattak ki, mind
in vitro, mind patkdnyok uj targy felismeri tesztben nyujtott teljesitményével kapcsolatban
(Goethem ¢és mtsai., 2019). A nACh-receptor agonista vegyliletek koziil tobbrol kimutattak,
hogy javithatjak a memoria-konszolidacids folyamatokat (Bodnar és mtsai., 2005). Példaul
nikotin adasaval is ndvelhetd a térbeli munkamemoria teljesitménye patkanyok esetében (Levin
& Rezvani, 2000). Fontos hozzatenni, hogy a kolinerg rendszerre hat6 agonista vegyiiletek
megfeleld dozisban javitjdk a memoridt, de nagyobb doézisban alkalmazva ronthatjak, igy
kialakitva egy forditott U alaku dozis hatds gorbét (Braida és mtsai., 1996; MacLeod és mtsai.,
2006; Newman & Gold, 2016; Robbins és mtsai., 1997; Terry és mtsai., 1997). Mind az
alfadbeta2 nACh-receptor altipus, mind az alfa7 nACh-receptor altipusokra specifikus tobbféle
agonista ¢és pozitiv alloszterikus modulator vegyiilet pozitiv hatdsat kimutattak a
memorifunkciok tekintetében (Bertrand & Wallace, 2020; Thomsen és mtsai., 2010). Az RJR
2403 nevi alfadbéta2 nACh-receptor agonista vegyiilet egyértelmiien javitotta a patkanyok

crer

crer

¢s mtsai., 1995; Levin, 2002). Az ACh hidrolizise soran keletkez6 kolin az alfa7 nACh-
receptorok szelektiv aktivatoranak tekinthetd, emellett szamos mas szelektiv agonistat
kifejlesztettek mar a gyodgyszergyarak, melyek specifikusak az alfa7 nACh-receptorokra (pl.:
GTS-21, DMXB, SSR180711, TC-5619, RO 5313534) (Lendvai és mtsai., 2013). Koziiliik
példaul, az alfa7 nACh-receptor agonista, anabazain analdg vegyiiletek jelentdsen javitottak a
munkamemoriat fiatal és id0s patkanyok esetében (Arendash €s mtsai., 1995; Meyer és mtsai.,
1994, 1997). Az éltalunk is vizsgalt nagy szelektivitdsu PHA-543613 pozitiv hatdsat a kognitiv
teljesitményre szamos, a mi laboratériumunkban és mas kutatocsoportok laboratdériumaban
ragcsalokon végzett viselkedés kisérlet bizonyitotta mar, példaul T-labirintus spontan
alternacios tesztben, Morris-féle vizi labirintus tesztben, valamint 4j targy felismerési tesztben
(Bali és mtsai., 2015; Bruszt és mtsai., 2021; Sadigh-Eteghad és mtsai., 2015; Wishka és mtsai.,
2006). Egyes kutatasokban az alfa7-nACh-receptorok neuroprotektiv hatasarol is beszamoltak,
mely hozzajarult ahhoz, hogy ezek a receptorok a terapias beavatkozasok 10j célpontjava

valjanak (Ma & Qian, 2019; Roncarati és mtsai., 2009). Az alfa7 nACh-receptorok egyedi
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tulajdonsagai kozé sorolhatdé az alacsony ioncsatorna-nyitdsi gyakorisag ¢€és a gyors
deszenzitizaci6 (Castro & Albuquerque, 1993; Letsinger és mtsai., 2022). Ezen tulajdonsagai
limitalo tényezOnek tekinthetdek a gyogyszerfejlesztok szamdra az agonistak fejlesztése
esetében. Ezzel szemben az alloszterikus modulatorok fejlesztése, megoldast jelenthet a
deszenzitizacio, mint limitald tényezd esetében (Ledneczki ¢s mtsai., 2021). Az alfa7 nACh-
receptorokra hatdé szamos farmakon koziil csupan néhany jutott el addig, hogy humén
alkalmazasat is tesztelni tudjék (Lendvai és mtsai., 2013; Ma & Qian, 2019).

Az alfa7 nACh-receptorok hagyoményos kotéhelyéhez kapcsolodod agonista vegyliletek
mellett, PAM-ok és NAM-ok is befolyasolni tudjak a receptor miikodését (Ledneczki €s mtsai.,
2021; Ledneczki és mtsai., 2021). A PAM-okrdl éltaldnosan elmondhat6, hogy nem avatkoznak
be direkten az agonista hatdsara létrejovo aktivalodasba, azonban hatéssal lehetnek az agonista
receptorhoz vald kotddésének a folyamatara, igy erdsitve az alfa7 nACh-receptor agonistak
pozitiv vagy negativ kognitiv hatasait (Hashimoto, 2015). Az els6 PAM vegylletek, pl. a
galantamin, nem voltak elég receptor specifikusak, valamint fiziologids hatasuk is gyenge volt
(Storch €s mtsai., 1995). Mara a megnovekedett érdeklddésnek koszonhetden szamos alfa7
nACh-receptorra specifikus PAM vegyliletet fejlesztettek ki, melyeket a receptor-
deszenzitizaciora valo hatasuk alapjan két csoportba sorolhatunk: 1. tipusu és 2.tipusu PAM-
ok. Az 1. tipust PAM-ok leginkabb a receptoron atfolyé dramcsticsot befolyasoljak, mig a 2.
tipusit PAM-ok a csatorna nyitds idejére hatnak, igy befolydsolva a receptor
deszenzitizaciojanak mértékét (Hashimoto, 2015). Példaul a genistein nevii 1. tipusi PAM
leginkébb az dramcsucsra van hatassal, mig a PNU-120596 ¢és a TQS megemelik az aramcsucs
nagysagat, mikdzben lassitjak a deszenzitizacid folyamatat (2. tipus) (Grenlien és mtsai., 2007).
1. tipust PAM-ok kozé sorolhatd példaul az NS-1738. Ez a vegyiilet az alfa7 nACh-
receptorokon mérhetd aramcstucsok amplitidojat noveli meg. Timmermann és mtsai. nyoman
az NS-1738 a tobbi 1. tipusu PAM vegyiilettel ellentétben hatassal lehetnek a hippocampusban
talalhato idegsejtek receptor deszenzitizacidjara is (Timmermann és mtsai., 2007). 1. tipust
PAM-ok koz¢ sorolhatjuk az NS-1738, AVL-3288 nevii vegylileteket, mig 2. tipusi PAM
példaul a CCMI, a PNU-120596 (Bertrand & Gopalakrishnan, 2007). Fontos megjegyezniink,
hogy a PAM vegyiiletek kinetik4jat nagyban befolyasolja a hdmérséklet, igy egy-egy kisérlet
tervezésekor fontos figyelembe venni homérséklet-fliggésiiket (Sitzia és mtsai., 2011). A PAM
vegyliletek citotoxikus hatasat vizsgalva Hu és mitsai. egyértelmiien bizonyitottak, hogy
nincsenek karos, citotoxikus hatdssal az alfa7 nACh-receptorokat hordozé neuronokra (Hu és
mtsai., 2008). Ezen pozitivnak tekinthetd tulajdonsagokat Osszegezve az alfa7 nACh-

receptorokra érzékeny PAM vegyiiletek nagyszerli lehetdséget jelenthetnek az alfa7 nACh-
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receptor agonista farmakonok kognitiv teljesitményt fokozo hatasanak potencirozasara

(Lendvai és mtsai., 2013).

3.4.3. D-szerin és a D-szerin szintet befolyasolo vegyiiletek

Egy tovabbi lehetdség lehet az NMDA-receptorok miitkodésének befolyasolasra, a
receptorok GIuN1 alegységén taldlhaté glicin modulacids helyre (GMS) hato vegytiletek
fejlesztése. Természetes szubsztratja a GMS-nek a glicin, de a korabbi vizsgalatokhoz képest
az endogén extracellularisan jelen levé D-szerin is befolyasolja a receptorok miikodését. A két
endogén aktivator kozott kiilonbséget is talaltak, a D-szerin inkdbb a szinaptikus NMDA-
receptorokat, mig a glicin az extraszinaptikusan elhelyezkedd NMDA-receptorokra van
hatassal (Papouin és mtsai., 2017; Sullivan & Miller, 2012). A hippocampalis neuronokon
talalhato NMDA -receptorok GMS helyének, valamint a teriilet D-szerin szintjének csokkenését
Osszefliggésbe hoztak az idds korban megjelend kognitiv hanyatlds megjelenésével (Junjaud és
mtsai., 2006; Potier és mtsai., 2010). A GMS farmakologiai modulalasnak tovabbi elonye lehet
az NMDA-receptorokon hato agonista vegyiiletekkel szemben, hogy a receptor fiziologiai
szintii aktivalasa mellett nem okoz Ca?" 4ltal kivaltott excitotoxicitast (Choi, 1988). A D-szerin
alkalmazasénak azonban szdmos gyogyszerbiztonsagi szempontbdl kérdéses tulajdonsaga van.
Gyenge agyi penetracioval rendelkezik, igy csak igen nagy dozisu intraperitonealis injekciok
segitségével érhetd el megemelkedett KIR-en beliili koncentracié (Hashimoto és mtsai., 1993;
Takahashi ¢és mtsai., 2002). Tovabba a D-szerin metabolizmusaval Osszefliggésben, magas
koncentraci6 esetén karos lehet a vesére, mivel nefrotoxicitast okozhat (Hasegawa ¢és mtsai.,
2019; Meftah és mtsai., 2021).

Az extracellularis D-szerin szint egyik f6 szabalyozdja a hippocampus CAl-es
glutamaterg innervacidja (Schell és mtsai., 1995, 1997). Az asztrocitdk D-szerin tartalmu
vezikuldinak az liritése legféképpen fazisos jellegi AMPA receptorokon keresztiil medialt
(Kang és mtsai., 2013; Schell és mtsai., 1995). Azonban Papouin és mtsai. kiemelték az alfa7
nACh-receptorok asztrocita miikodést, ezen beliil is D-szerin felszabadulast modulal6 hatasat
is, mely finoman hangolja a szinaptikus NMDA-receptorok nyitasat és zarasat az éberségi
allapotnak megfeleléen (Papouin és mtsai., 2017). Az asztrocitdk D-szerin szintet szabalyozo
tulajdonsagat a hippocampalis LTP kialakulasanak egyik fontos elemének is tartjak, az NMDA-
receptor miikdodést befolyasolo hatdsa miatt (Yang és mtsai., 2003). Az extracellularis D-szerin

szint ellentétes iranyt egyik szabalyozoja a D-aminosav-oxidaz enzim (DAAO enzim), mely a

crcr
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kiviili szintjét az aminosavnak, egy masik fontos szabalyozd enzim, a szerin-rakaméaz mellett
(Khoronenkova & Tishkov, 2008). Az emldsok agyaban in situ hibridizacidval igazoltak, hogy
a DAAO enzim mind patkdnyokban, mind emberekben viszonylag magas expressziot mutat a
KIR-ben, beleértve a neocortexet €és a hippocampus teriiletét is (Moreno €és mtsai., 1999; Verrall
¢s mtsai., 2007). Ezen ttvonal tobb tanulmany alapjat képezte, melyek a D-aminosav-oxidaz
enzim-inhibitor (DAAOI) vegyiileteket 1) terdpids lehetdségként vizsgaltdk kiilonbozo
neuropszichiatriai és neurokognitiv rendellenességek kezelésére (Coyle & Tsai, 2004; Lin és
mtsai., 2014; Pei és mtsai., 2021; Verrall és mtsai., 2010). A D-aminosav-oxidaz-gatlokat
el0szOr potencialis antipszichotikus hatdsuk miatt fejlesztették ¢és vizsgaltak, és csak
néhanyukat vizsgaltak kognitiv erdsitéként (Smith és mtsai., 2010). A natrium-benzoat volt az
egyik elsd vegyiilet, amelyet a DAAO enzim szelektiv inhibitoraként irtak le. Az enzimhez vald
mérsékelt kotddése €s gyenge gatld hatdsa ellenére a vegyiilet hatékonyan enyhitette a
pszichozisszer tlineteket a skizofrénia allatmodelljeiben (Li €s mtsai., 2013; Szilagyi és mtsai.,
2018; Walczak-Nowicka & Herbet, 2022). A natrium-benzoatot, mint DAAOI nemcsak
skizofrénidban, hanem enyhe kognitiv kéarosodas ¢és AK esetén is vizsgaltak klinikai
kutatasokban (Lin és mtsai., 2014, 2018, 2019, 2020). A natrium-benzoaton kiviil szdmos mas
DAAOI vegyiilet pozitiv antipszichotikus és prokognitiv hatasa is ismertté valt (O’Donnell és
mtsai., 2023; Pei és mtsai., 2021).

3.4.4. Kombinalt terapiak

A NKZ-ok kezelésére a kombinalt terdpidk egy lehetséges utat jelenthetnek a hatékonyabb
kezelések elérése felé, igy egyre tobb preklinikai vizsgalat targyat képezik. Kombinalt terapiak
kozé valtozatos kezelések sorolhatéak, példaul: farmakologiai kezelés és kognitiv terapia
kombinalésa, fizikai aktivitds novelése és farmakologiai kezelés kombinalasa vagy fejbor
elektro-akupunkturas kezelés és farmakoldgiai kezelés kombinalasa (Yesavage et al., 2007; Yue
et al., 2020). A disszertacioban bemutatott kisérleteknek megfeleléen, a kiilonbozo
tamadaspontu farmakoldgiai kezelések kombinalt adasan alapuld terapidk irodalma kertil
részletesebb bemutatasra.

A NKZ-ok kezelésére alkalmazott farmakoterapidk hossza tavon torténd adagoldsa
kompenzaciés mechanizmusok kialakulasahoz vezethet, mely csokkentheti a gyogyszer
terapias hatékonysagat. Ezen hosszu tava negativ hatdsok enyhithetok a gydgyszerek dozisanak
csokkentésével, ami viszont korlatozhatja hatékonysagukat (Borges & Bonakdarpour, 2017;

Schmitt és mtsai., 2004). {gy a kedvezd terapias hatasok megérzésének egyik lehetséges
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stratégidja a dozis csokkentése mellett a kombinalt kezelések alkalmazasa, melynek egyik
elénye a komplexebb hatdsmechanizmus (pl.: tobbféle receptor szintli célpont), aminek
kovetkeztében az NKZ-ok tobbféle patologias aspektusa is megeélozhatd. A kombinalt terapidk
szinergista hatast is eredményezhetnek az Onalldo kezelésekhez képest, anélkiil, hogy
mellékhatasokat vagy hosszu tdvon toleranciat idéznének elé (Woodruff-Pak ¢és mtsai., 2007).

Egyik lehetséges vonala a kombinalt terdpidknak az AK terapids kezelésére
engedélyezett gyogyszerek pl. a memantin és a kiilonb6zé6 AChEI-ok (pl.: donepezil,
galantamin, rivastigmin) kombinalt alkalmazasa. Preklinikai vizsgalatok eddig nem, vagy csak
limitalt mértékben igazoltdk kedvezd farmakologiai kdlcsonhatasat ezen kétféle timadaspontu
AK gyogyszer kombinalt adasanak (Deardorff & Grossberg, 2016; Molino és mtsai., 2013;
Wenk és mtsai., 2000; Woodruff-Pak és mtsai., 2007; Zhao és mtsai., 2006). Ezzel szemben,
kiilonbozo alfa7 nACh-receptor specifikus vegyiiletek ¢s a memantin kombinalt adaséval
kapcsolatban igéretes preklinikai viselkedés vizsgalatokhoz kétheté eredményeket publikaltak
az elmult években (Bali és mtsai., 2019; Bruszt és mtsai., 2021; Nikiforuk és mtsai., 2016;
Potasiewicz és mtsai., 2020).

Az eddig leirtak alapjan levonhato a kovetkeztetés, hogy a kognitiv funkciok, kiilonosen
a tanulas ¢és a memoria javitasara iranyulo farmakologiai stratégidk valtozatos képet mutatnak
a hatdsmechanizmusukat tekintve, de kognitiv teljesitményfokozé hatdsukat szamos preklinikai
allatmodellben megerdsitették viselkedés vizsgalatok segitségével. Azonban in vivo
elektrofiziologiai adat a sejtszintli hatdsukrél (leginkabb neuronok tiizelési aktivitisra és
ingerlékenységére gyakorolt hatasukrol) limitalt mennyiségben taldlhaté az irodalomban. A
disszertdcibban bemutatott vizsgalatsorozatban kiilonb6zé hatdsmechanizmusti kognitiv
teljesitményfokozo vegyiiletek kozvetlen celluldris hatasait vizsgaltuk, hogy felmérjiik
onalldéan és kombinalt kezelésben alkalmazva milyen modulalé hatassal birnak a patkany

hippocampalis neuronok tiizelési mintazatara.
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4. Célkituzesek

Jelen disszertacidban szerepld kisérletsorozat f6 célja az volt, hogy megvizsgaljunk
eltérd tamadaspontu, kognitiv teljesitmény fokozasara hasznalhato vegytiletek sejtszintii hatasat
in vivo korilmények kozott. A vizsgélt agyteriilet mind a harom kisérletsorozatban a deklarativ
memoria €s a memoria konszolidacids folyamatok szempontjabdl kiemelkedd hippocampus
CAl-es régioja volt, de a vizsgalt vegyiiletek eltéré hatdsmechanizmussal rendelkeztek: a
glutamaterg transzmissziot befolydsold memantin vagy D-szerin és egy DAAOI vegyiilet,
exogén alfa7 nACh-receptorokra haté vegyiiletek (agonistak és PAM-ok). Az alkalmazott
haromféle kisérleti protokoll lehetévé tette, hogy megvizsgaljuk ezen vegyiiletek specifikus
hatasait a sejtek spontan tiizelési aktivitasara, illetve NMDA-ra és ACh-ra val6 érzékenységére.
A vizsgalt vegyiiletek egy részét lokalis iontoforetikus anyag beadasokkal, masik részét
szisztémas anyagbeadédsokkal is vizsgaltuk, mely utobbi kisérletek eredményei jobban
Osszevethetdk voltak kordbbi preklinikai viselkedés kisérleteink eredményeivel.

I. Alfa7 nACh-receptorra haté vegyiiletek onallé és kombinalt lokalis hatasanak
vizsgalata
e Kiilonbozo alfa7 nACh- receptorra hatd exogén vegyiiletek lokalis adasanak vizsgalata
az idegsejtek spontan tlizelési aktivitdsara, valamint glutamaterg aktivaciora adott
tiizelési valaszaira.
e Az ecldzetesen Onalldan is megvizsgalt agonista és PAM vegyiiletek lehetséges
kolesonhatésainak vizsgalata kombinalt lokalis adés segitségével.
I1. Alfa7 nACh-receptorra hato vegyiiletek és a memantin 6nallo és kombinalt szisztémas
hatasanak vizsgalata
e A kiilonboz6 vizsgalt vegyliletek (memantin, alfa7 agonista és PAM) szisztémas adas
utani hatdsainak vizsgalata a spontan, a lokalis NMDA adaséval, valamint a lokalis ACh
adasaval kivaltott tlizelési aktivitasra.
e Annak vizsgélata, hogy az alfa7 nACh-receptor-specifikus vegyiiletek befolyasoljak-e
a memantin hatdsat a spontan, az NMDA-val kivaltott, valamint az ACh-val kivaltott
kivaltott tiizelési aktivitasra.
II1. A D-szerin és DAAOI 6nallé lokalis és szisztémas hatasanak vizsgalata
e D-szerin és a DAAOI vegyiilet lokalis hatdsanak vizsgalata a spontan és az NMDA-val
kivaltott hippocampalis tiizelési aktivitasra
e D-szerin és DAAOI szisztémds hatdsanak vizsgalata a spontan és az NMDA-val

kivaltott tizelési aktivitasra
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5. Anyag és modszerek

5.1 Allatok és sztereotaxias miitét

Etikai allasfoglalas

Kisérleteinket és az éllatok tartdsat a hatdlyos hazai és nemzetkozi éllatvédelmi
szabalyozasokban eldirtak figyelembevételével végeztiik (40/2013. (II. 14.) Kormanyrendelet,
illetve 2010/63/EU direktiva). A kisérleteket a Pécsi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsaga (PTE MAB), valamint az Agrarminisztérium és a NEBIH Allatkisérleti
Tudoményos Etikai Tanacsa (ATET) jovahagyisaval a Baranya Megyei Kormanyhivatal
engedélyezte (engedélyszam: BA02/2000-80/2017).

Kisérleti allatok

Az elso kisérletsorozatban 0sszesen negyvenhat felnott Wistar patkanyt (31 him és 15
ndstény, Charles River Laboratories, Németorszag), masodik kisérletsorozatban 207 him
Wistar patkanyt (Toxicoop, Magyarorszag), harmadik kisérletsorozatban Osszesen 94 him
Wistar Han patkanyt (Toxicoop, Magyarorszag) haszndltunk fel. A patkdnyokat parosaval
helyeztiik el hagyomanyos allathazban (Pécsi Tudomanyegyetem, Kisérletes Allattani és
Neurobiologiai Tanszék Allathaza, Pécs, Magyarorszag). Az allathdzban a természetes fényhez
hasonlé megvilagitast biztositottunk, mely 12 6ras periodusban egy automatikus rendszer
segitségével valtogatta a sotét és vilagos szakaszokat. A vildgos szakasz reggel 7 oratdl este 19
oraig, a sotét szakasz este 19 oratdl reggel 7-ig tartott. Az allathdzban a nappal/éjszaka ciklus
biztositasan kiviil szabalyozott hdmérseklet és paratartalom volt biztositva az allatoknak (22 °C
+2 °C homérséklet és 40-60% relativ paratartalom). Viz és standard laboratoriumi patkanytap

ad libitum allt a patkdnyok rendelkezésére.

Sztereotaxias miitét

A sztereotaxids miitétet s az extracellularis elektrofiziologiai méréseket kloral-hidrat
(400 mg/ttk, Molar Chemical, Magyarorszag) altatdsban végeztiik. A miitét és a kisérletek ideje
alatt a jugularis vénaba beiiltetett kaniilon keresztiil folyamatosan adagoltuk a kloral-hidratot,
igy biztositva a stabil anesztéziat. A stabil altatas ellendrzése végett bizonyos idokozonként
megcsiptiik az allat farkdnak a végét vagy cornea-reflex segitségével ellendriztiik alvasanak
mélységét. A kisérletek végén az allatokat pentobarbitél intravénas taladagolaséaval (0,3-0,5 ml)
humanus modon altattuk el. A miitétek soran az allat fejét sztereotaxias késziilékben rogzitettiik,
majd a koponya felszinérdl eltavolitottuk a bor, az izom és a kotdszovet rétegeit. Fertdtlenités,
a finomabb rétegek eltavolitdsa, valamint a vérzés csillapitdsanak érdekében 5%-os hidrogén-

peroxid oldatot (Hyperol, Meditop Gyogyszeripari Kft., Magyarorszag) cseppentettiink a
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koponya felszinére. A miitét soran bizonyos id6kozonként fizioldgias sooldattal tisztitottuk le
a koponyat és az agyfelszint, ezzel elkeriilve az agy felszinének szdradéasat. A sztereotaxias
késziilékhez stabilan rogzitett mikromanipulator segitségével a Bregmahoz viszonyitva jeldltiik
ki a vizsgalathoz hasznalt mikroelektréd pontos helyét. Ezutan a koponyan a megjelolt helyen
2-3 mm atméréju lyukat fartunk, majd egy csipesz segitségével megtisztitottuk a nyilast,
eltavolitottuk az aprobb csont darabokat, és egy finom csipesz segitségével félrehtiztuk a
kemény agyhartyat a lyuk alatt talalhato agyteriilet feliiletén. Ezutdn a mikromanipulator
segitségével pozicionaltuk a tobbcsatornas szénszalas (aktiv része: koriilbeliil 7 um atmérdj,
25 um hosszu aktiv cstcsi rész) mikroelektrodot (Carbostar, Kation Scientific Ltd.,
Minneapolis, MN). Az elektréd kozponti csatorndja koriil 3-6 darab vékony ilivegkapillaris
talalhat6, egyenként koriilbeliil 1 pum csucsatmérdvel. Az {ivegkapillarisok segitségével
torténtek a késébb részletezett mikrointoforetikus adasok. Az elektrod helyzetének pontos
koordinatait Paxinos és Watson alapjan, a patkanyagy atlasz segitségével hataroztuk meg: 1.
kisérletsorozat: AP: 3,2-5,5; ML: 1,2-2,8; DV: 2,05-3,9; II. kisérletsorozat: AP: 3,2-5,5; ML:
1,2-2,8; DV: 2,05-3,9; III. kisérletsorozat: AP: 3,2-5,5; ML: 1,2-2.8; DV: 2,05-3,9, mindegyik
esetben a Bregmahoz képest viszonyitottuk az elektrod pontos helyének a mérését (George
Paxinos, 2014). A sikeres kisérletek végén, ellendrzésképp visszamértiik az elektrodok
helyzetét, ezzel azt is ellendrizve, hogy a kisérlet alatt a megfelled pozicidoban voltak. Az

altalunk alkalmazott kisérleti 0sszeallitas sematikus abraja a 4. abran lathato.

5.2 In vivo extracellularis elvezetések

A tobbcsatornas mikroelektrodok centralisan elhelyezkedd szénszélas csatorndjanak a
segitségével végeztiik az extracellularis elvezetéseket (Budai & Molnar, 2001). Az elvezetések
soran BioAmp analog erdsitét (Supertech Kft., Pécs, Magyarorszag), valamint a NeuroLog
elektrofiziologiai rendszert (Digitimer Ltd., Welwyn Garden City, Egyesiilt Kirdlysag)
hasznaltuk a jelek erdsitésére és sziirésére (300 Hz és 3000 Hz kozott savsziirést alkalmazva).
A Kkisérleti 0sszeallitas tovabbi részei kozé tartozik egy analog-digitalis konverter (Power
1401), amely segitségével az analdg jelek digitalizasat 25 kHz-en végeztiik egy PC ¢és a Spike2
szoftver (Cambridge Electronic Design Ltd., Cambridge, Egyesiilt Kiralysag). A mérések soran
a Spike2 program segitségével kovettik nyomon az elektrofiziologiai jelben bekdvetkezd
valtozasokat, valamint az adatok kiértékelésének kezdeti részét is ezen szoftver hasznalataval

végeztiik. A hasznalt miiszerek dsszefoglalasa az 4. abran lathato.
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Alkalmaczott in vivo kisérletes osszeallitas
Created with BioRender.com

Piramissejtek meghatarozasa

A kisérleti iilések soran extracellularisan elvezetett akcids potencidlok (spike-ok)
kiilonbozd tipusait a Spike2 szoftver segitségével utdlag hataroztuk meg. A spike-okat éles (~1
ms szélességll) elektrofizioldgiai jelekként definidltuk, amelyek amplitidoja legalabb 5-szor
nagyobb volt, mint a hattérzaj négyzetes kozépértékének gyoke. A spike-ok hullamalakja,
tiizelési mintazata, valamint autokorrelogramjai alapjan két csoportra tudtuk osztani a spike-
okat. A két elkiilonitett neuron csoportot a tiizelési mintdzatuknak és az irodalomnak
megfeleléen — , komplex-tiizelésli” illetve ,,szimplatiizelésti” névvel illettiik (Csicsvari, 1998).
Csicsvari ¢s munkatarsai munkaja alapjan a komplex-tiizelésli neuronokat a hippocampus CA 1
teriiletén taldlhatdo piramissejteknek tekintettilk, mig a szimplatiizelésii neuronokat az itt
talalhaté interneuronoknak (Csicsvari és mtsai., 1998). Az egyes kisérletek sordn tobb

piramissejt Osszesitett aktivitasat értékeltiik.
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Az elsO kisérletsorozatban a Klusters program segitségével valogattuk ki a komplex
tiizelési neuronok (Lynn Hazan, Buzsédki lab, Rutgers, Newark, NJ, USA,
RRID:SCR _008020). Az adatok Spike2 és Klusters kozotti konvertalasat a laboratériumukban
készitett, ¢s korabban publikalt szkript segitségével végeztiik (Bali és mtsai., 2014).

A masodik ¢és a harmadik kisérletsorozatokban az egyes neuroncsoportok
szétvalogatasat a Spike 2 program (CED Cambridge, UK) segitségével végeztiik.

Mind a harom kisérletsorozatban csak a komplex-tiizelésii neuronokat elemeztiik, igy a
tovabbi elemzésekbdl kizartuk azokat a neuronokat, amelyek nem komplex-tiizelésu

neuronokra utald viselkedést mutattak.

5.3. In vivo mikrointoforézis

A kisérletek sordn a tobbesatornas mikroelektrod oldalsé kapillarisain keresztiil juttattuk
a tesztelt farmakonokat a vizsgalt idegsejtek kozvetlen kozelébe. Az adagolas a Neurophore
BH-2 mikrointoforézis pumpaval (Medical Systems Corp., Greenvale, NY) tortént, mely
segitségével konstans aramerdsséget tudtunk Iétrehozni. Az egyes kisérletsorozatokban
alkalmazott iontoforetikusan adott vegylileteket az 2. tablazat foglalja Ossze. A vizsgalt
vegyliletek szerkezeti képlete megtalalhato a 8. abran. A mikroiontoforézissel adagolt vegytilet
mennyisége aranyos volt az alkalmazott &rammal és az iontoforetikus adas hosszaval. A
vegyiiletek beadasa kozotti sziinetekben megfelelé nagysagu retencidés aramot hasznaltunk a

vegyiilet szivargasanak elkeriilése érdekében.

Iontoforetizalt vegyiilet (szarmazas) Pipettakoncentracio Ejekcios aram
NMDA (Sigma-Aldrich) 50 mM -10 és -75 nA kozott
ACh (Sigma-Aldrich) 100 mM + 2 és +15 nA kozott
PHA-543613 hidroklorid (Tocris) 50 mM +20 és +200 nA kozott
PNU-120596 (Tocris) 40 mM -10 és -100 nA kozott
NS-1738 (Tocris) 40 mM -10 és -130 nA kozott
MLA (Sigma-Aldrich) 20 mM +20 és +80 nA kozott
D-szerin (Sigma-Aldrich) 50 mM -5 és -100 nA kozott
CPD30 (Orion Pharma) 100mM -5 és -110 nA kozott

2. tablazat

A kisérletek soran alkalmazott ejekcios dramerdsségek és pipettakoncentraciok az egyes iontoforetizalt
vegyiiletek esetén.
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5.4 Szisztémasan adott vegyiiletek

A szisztémas hatdsok vizsgélata soran a megfeleld kontroll felvételrészlet utan (TO), a
vizsgalt vegyliletek subcutan (SC) injekcioban valo beadasa tortént meg.

A memantin és kétféle alfa7 nACh-receptorra hatd vegyiilet (PHA-543613, és CPDX)
szisztémas vizsgalata sordn, tehat a masodik kisérletsorozatban az alabbi vegyiiletek szisztémas
adasa tortént: 1) Memantin-hidroklorid (Cat. No. 0773, Tocris) 0,9%-0s NaCl oldatban oldva,
négy kiilonb6zd dozisban vizsgalva: 0,01 mg/kg (MEMO0,01); 0,1 mg/kg (MEMO,1); 1,0 mg/kg
(MEM1,0); 3,0 mg/kg (MEM3,0); 2) PHA-543613 hidroklorid (Cat. No. 3092, Tocris) 0,9%-
os s6oldatban oldva, harom kiilonb6z6 dézisban alkalmazva: 0,1 mg/kg (PHAO,1); 1,0 mg/kg
(PHAT1,0) ¢és 3,0 mg/kg (PHA3,0); 3) CPDX (szabadalmaztatott alfa7 nACh-receptor PAM
vegyiilet, Richter Gedeon Nyrt, Budapest, Magyarorszag), 5% Tween 80-at (PBS-ben oldva)
hasznaltunk az olddshoz, hdrom kiilonb6z6 dozisban alkalmazva: 0,3 mg/kg (CPDXO0,3); 1,0
mg/kg (CPDX1,0) és 3,0 mg/kg (CPDX3,0). Attol fliggden, hogy mi volt a vizsgalt vegyiilet
vivéanyaga, kétféle vehikulum csoportot teszteltiink kontrollként: 0,9 % NaCl oldat vagy 5%-
os TWEENS80 PBS-ben oldva. Ezeken a szisztémas addsokon kiviil kiilonb6z6 kombinalt
adasokat is vizsgaltunk. Elkiilonitettiink alacsony dozisu €s magas dozisu kombinalt
kezeléseket. Az alacsony dézisti kombinacidk a kovetkezok voltak: 0,01 mg/kg memantin + 0,1
mg/kg PHA-543613 (MEMO0,01+PHAO0,1) ¢és 0,01 mg/kg memantin + 0,3 mg/kg CPDX
(MEMO0,01+CPDX0,3). A nagy dozisi kombinaciok: 3,0 mg/kg memantin + 3,0 mg/kg PHA-
543513 (MEM3,0+PHA3,0) és 3,0 mg/kg memantin + 3,0 mg/kg CPDX (MEM3,0+CPDX3,0)
voltak. A masodik kisérletsorozatban szisztémasan beadott anyagokat az 3. tablazat foglalja
0ssze. A 3.A tablazat az 6nallo adasokat, a 3.B tablazat a kombinalt adasok soran alkalmazott
vegylileteket és dozisukat foglalja Ossze. A vizsgalt vegyiiletek szerkezeti képlete megtalalhatod

a 8. abran.
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Onallé adasok

Vizsgilt Dozis Vehikulum
anyag

0.01 mg/kg

Kombinalt adasok

Vizsgilt Dozis Vehikulum
anyag

0.01 mg/kg
+

0.1 :
Memantin e Men:rantm 0,1 mg/kg
0.1 mg/kg
EETEE e
+
0.3 mg/kg CPDX

3. tablazat

A masodik kisérletsorozatban szisztémasan beadott anyagok dsszefoglalo tablazatai. Mind a két
tablazatban az adott vizsgalt anyaggal egy sorban taldlhato a hozza tartozo vehikulum. Az A) tabldzat
tartalmazza az énalloan vizsgalt dozisokat. A B) tablazat a kiilonbozo kombinalt adasokat foglalja
ossze.

A harmadik kisérletsorozatban az alabbi vegyiiletek tiizelési aktivitasra kifejtett hatasat
vizsgaltuk: D-szerin 0,9% -os NaCl-ben oldva, vizsgalt dézis: 1280 mg/kg. A Compound 30
(CPD30) nevii vegyiiletet 10%-0s PEG-400 (PBS-ben oldva) oldva, két kiilonb6zd dozisban
vizsgalva: 0,1 vagy 1,0 mg/kg. Ebben az esetben is a vivoanyagtol fiiggden kétféle vehikulum
csoport hatasat vizsgaltuk meg kontrollként: 0,9 % NaCl oldat vagy 10%-os PEG-400 (PBS-
ben oldva). A harmadik kisérletsorozatban szisztémasan beadott anyagokat az 4. tablazat

foglalja 0ssze. A vizsgalt vegyiiletek szerkezeti képlete megtalalhat6 a 8. abran.

Vizsgalt anyag Dozis Vehikulum

1 mg/kg

4. tablazat

A harmadik kisérletsorozatban szisztemasan beadott anyagok osszefoglalo tablazata. A tablazatban az
adott vizsgalt anyaggal egy sorban talalhato a hozza tartozo vehikulum.
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5.5. Lokalis hatasok vizsgalata és az adatok elemzése

Lokalis hatasok vizsgalatara az elsd és a harmadik kisérletsorozatban keriilt sor. Az elsd
kisérletsorozat kozéppontjdban a kolinerg és glutamaterg rendszer, valamint a kettd
kapcsolatanak vizsgalata allt. A kisérletek soran alfa7 nACh-receptorokra hato agonista (PHA-
543613), PAM (PNU-12596 ¢és NS1738), antagonista (GABA) hatasat vizsgaltuk a
hippocampdlis piramissejteken lokalis mikroinotoforetikus addsok segitségével. A harmadik
kisérletsorozat elsé felében kiilonb6zd, az NMDA-receptorokra hatd vegyiiletek hatasat
teszteltiik lokalis iontoforetikus adasokat alkalmazva. A vizsgalt vegyliletek koz¢ a D-szerin és

CPD30 nevii vegyiiletek tartoztak.

Protokoll

Az extracellularis elvezetések soran az idegsejtek tiizelési aktivitdsat vizsgaltuk, azon
beliil is kiilon vizsgaltuk a sejtek NMDA-ra adott valaszait €s a spontan tlizelési aktivitasukat.
A kisérletek menete az aldbbi protokollt kovette: minden 120. mésodperctdl kezdve 5
masodpercen keresztiil ingereltiik a vizsgalt neuronokat NMDA iontoforetikus adasaval. Az
NMDA iontoforetikus addsdnak nagysagat ugy allitottuk be, hogy NMDA adasanak hataséara
jelentds tiizelési frekvencia ndvekedést érjiink el az idegsejteken, ezaltal 1étrehozva a vizsgalni
kivant NMDA-excitaciokat. Az NMDA cstcsok, vagyis az 5 masodperc intervallumon
keresztiil tartd, NMDA-val kivaltott excitaciok nagysagat a kontroll szakasz felvétele eldtt ugy
allitottuk be, hogy NMDA adasanak hatasara jelentds tlizelési frekvencia novekedést érjiink el
az idegsejteken, ezaltal létrehozva a vizsgalni kivant NMDA-excitaciokat. A stabil NMDA
valaszok mellett tovabbi kritériumunk volt azon ejekcios aram elfogadéasa, amely esetében az
iontoforetikus dramerdsség novelésével még fokozni lehetett az NMDA-csucsok nagysagat,
ezaltal elkeriilve a lehetséges maximum elérését. Harom vagy tobb megfeleld lokalis NMDA
adassal kivaltott excitacid utan, a vizsgalt farmakonokat (Els6 kisérletsorozatban: PHA-
543613, NS-1738, PNU-120596, MLA és GABA; Harmadik kisérletsorozatban: D-szerin,
CPD30 vegyiileteket) is ejektaltuk 70 méasodpercen keresztiil (60 s-mal a kdvetkezd NMDA-
csucs eldtt kezdddott az adasuk), oly modon, hogy ezek iontoforetikus adésa atfedésben volt az
NMDA adésaval. Kontroll értéknek a vizsgalt farmakonok beadasa elétti, NMDA-val kivaltott
tiizelési aktivitasokat vettiik. Az elsé kisérletsorozatban a kiilonb6z6 alta7 nACh-receptorokra
hat6 vegyiiletek mindegyikét egy-egy kisérleti iilés soran onalldan is teszteltiik, valamint az
alfa7 nACh-receptor agonista PHA-543613 ¢és az alfa7 nACh-receptor PAM NS-1738 kozotti

kolesonhatasok vizsgalata érdekében a két vegyiilet hatasat egyidejii iontoforetikus adasuk
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soran is vizsgaltuk. A harmadik kisérletsorozatban a vizsgalt D-szerint é¢s CPD30-at csak 6nallo

adasok segitségével vizsgaltuk. Az alkalmazott kisérleti protokollt az 5. 4bra mutatja be.

Farmakon
NMDA -~ - —

NMDA NMDA _ Farmakon
- =

Sp_Farmakon

120 s

5. abra

Egy reprezentativ kisérlet felvételének tiizelési frekvencia és nyers reprezentativ részlete, mely jol
dbrazolja az elsé kisérletsorozatban alkalmazott kisérleti protokollt. A tiizelési aktivitas hisztogramjan
(Spike/s) jeloltiik a kisérletek utan 6sszehasonlitott kiilonbozd kondiciok (spontdan és NMDA-val
kivaltott tiizelési aktivitas) kontroll (Sp és NMDA) és a vizsgalt vegyiiletek valamelyikének hatasa
alatti értékeket (Sp_Farmakon és NMDA_ Farmakon).

Adatok elemzése

A neuronok tiizelési aktivitdsat ugy hatdroztuk meg, hogy az adott intervallum alatt
regisztralt spike-ok szdmat elosztottuk az intervallum masodpercben kifejezett hosszaval
(atlagos tiizelési aktivitas, 1/s, Hz). A farmakonok spontan tiizelési aktivitasra gyakorolt
hatasanak értékelésekor kontrollként (Sp) a farmakon beadésa el6tt 120 méasodperccel kezd6do
60 s hosszu intervallum alatt mért atlagos tiizelési frekvenciat hasznaltuk, ehhez hasonlitottuk
a vizsgalt farmakon iontoforézise soran az els6 60 masodpercben (tehat az NMDA
iontoforézisét megel6ézd intervallumban) mért spontdn atlagos tiizelési frekvenciat
(Sp_Farmakon). Az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas kontroll értékét (NMDA) a vizsgalt
farmakon(ok) iontoforézisét megel6z6 harom NMDA beadas soran mért tiizelési frekvencidk

atlagabol szamoltuk. Ehhez hasonlitottuk a vizsgalt farmakon és az NMDA szimultdn
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iontoforézise soran mért tlizelési frekvencia értéket (NMDA_Farmakon) (5. abra). A vizsgalt
farmakonok hatasat a spontan és az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitasra szazalékban is ki
lettek fejezve a hozzajuk tartozé kontroll értékekhez képest (tovabbiakban: normalizalt spontan
tiizelési aktivitds és normalizalt NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas). Ezek szdmoladsa az

alabbi képlet alapjan tortént:

Sp Farmakon/Sp) x100; and (NMDA_Farmakon/NMDA) x100.

Farmakonok altalanos hatasanak elemzése: A normalizalt tiizelési aktivitast, mint a
tesztvegyiilet idegsejtekre gyakorolt hatdsat az egyes probak adatainak medianjaként hataroztuk
meg (a kiugré értékek okozta torzitas elkeriilése érdekében). Valamint a normalizalt tiizelési
aktivitds median értékei alapjan (tehat az adatok kontroll értékektdl valo eltérése alapjan) harom
csoportba osztottuk a sejteken mért tiizelési aktivitisban tortént valtozasokat. Igy
elkiilonitettiink olyan sejteket, amelyek esetében nodvekedést tapasztaltunk, olyanokat,
amelyeknél csokkenést és egy olyan csoportot is elkiilonitettiink, ahol nem tapasztaltunk
valtozast. A kontroll értékektdl valo eltérést ugy hatdroztuk meg, hogy legalabb 20%-o0s
kiilonbséget tekintettiink az eltérés iranyatol fliggéen novekedésnek vagy csokkenésnek.
Azokban az esetekben jelentettiik ki, hogy nem tapasztaltunk valtozast, ahol 20%-nal kisebb
volt a kontroll érték és a vegyiilet beadasa utani frekvencia adatok kozotti kiilonbség. Egy adott
tesztvegylilet altaldnos hatdsat gy hatroztuk meg, hogy Osszehasonlitottuk a tiizelési
frekvencia novekedését és csokkenését mutatdé neuronok szdmat kétfarka binomidlis teszt
segitségével (a kezelésekre nem reagald neuronokat kizartuk ebbdl az elemzésbdl). Ha a
binomiadlis teszt szignifikans volt (p<0,05), akkor a nagyobb gyakorisdggal jelentkezd hatast
(azaz a tiizelési aktivitds novekedését vagy csokkenését) tekintettiik a vegyiilet altalanos
hatasanak. Az adott vegylilet hatasat a normalizalt tiizelési aktivitas értékeinek elemzése alapjan
is értékeltiik, 6sszehasonlitva a vizsgalt farmakonok hatésait a kiindulasi értékekkel (100%),
egymintdas Wilcoxon eldjeles rang teszt segitségével. Valamint a kiillonbozé vizsgalt
farmakonok hatasait tobbszordsen is Osszehasonlitottuk. Az egyes kezelések normalizalt
tiizelési aktivitdsa kozotti kiilonbségeket Kruskal-Wallis-teszt (Holm-moédszerrel korrigélva,
post hoc Mann-Whitney U-teszt) segitségével hasonlitottuk 6ssze (Holm, 1979). Az els6
kisérletsorozatban a PHA-543613 ¢és az NS-1738 egyidejii iontoforetikus addsanak hatasat
vizsgalod probakban a farmakonok hatdsat a kontroll tlizelési aktivitds és az O6nallo vagy
kombinalt vegyiilet alkalmazasa soran mért tiizelési aktivitds Osszehasonlitdsaval teszteltiik,

parositott mintakra vonatkozd Wilcoxon eldjeles rang teszt segitségével.
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Farmakonok kozotti kolcsonhatasok vizsgalata az elsé kisérletsorozatban: Az
eddig felsorolt Osszehasonlitdsokon tul, az elsd kisérletsorozatban elemeztiik a kiilonb6z6
vizsgalt farmakonok kozotti kolcsonhatdsok természetét. Kutatdcsoportunk korabbi
tanulmanyaban hasonlé analizist irtunk le az NMDA ¢és az ACh hatasa kozotti
additiv/szuperadditiv kélcsonhatas tesztelésére (Bali €s mtsai., 2017). Az alkalmazott analizis
segitségével PHA-543613 ¢és az NS1738 kombinalt adds soran vizsgalt hatdsat a spontan

tiizelési aktivitasra az alabbi képlet segitségével szamoltuk ki:

(Sp PHA - Sp) + (Sp_NS - Sp) vs. Sp. PHA&NS — Sp

A képletben a kombinalt adds soran is vizsgalt vegyliletek 6ndlldo adasai soran spontdn
aktivitasra gyakorolt hatdsanak az 6sszegét (Sp PHA - Sp) + (Sp_NS - Sp) hasonlitottuk 6ssze
a kombinalt adas spontan aktivitasra gyakorolt hatidsaval (Sp PHA&NS — Sp). Ugyanilyen
Osszehasonlitast végeztiink a kombindlt adds az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitasra

gyakorolt hatasainak értékelésére:

(NMDA_PHA - NMDA) + (NMDA_NS - NMDA) vs. NMDA_PHA&NS - NMDA.

Mindkét interakcids elemzésben az egyéni hatdsok Osszegét a kombinalt hatassal hasonlitottuk
0ssze parositott mintdkra vonatkozo Wilcoxon eldjeles rang teszt segitségével. A két vegyiilet
egyidejli alkalmazasa sordn a szignifikdnsan magasabb relativ valtozas a két vegyllet
szuperadditiv  (szinergista) kolcsonhatdsara wutalt a neuronok tiizelési aktivitasanak
novekedésében. Ezzel ellentétben az egyéni hatdsok Osszegénél szignifikdnsan alacsonyabb
kombinalt hatds antagonista kdlcsonhatasra utalt. A nem szignifikans eredmény a két vizsgalt

farmakon hatasai kozotti esetleges additiv kapcsolatra utalt.

5.6. Szisztémas hatasok vizsgalata és az adatok elemzése
A dolgozatban vizsgalt vegyiiletek szisztémas adasadnak hatasat a méasodik és a harmadik

kisérletsorozatokban teszteltiik.

Szisztémas hatdsok vizsgilata a masodik Kisérletsorozatban: A masodik
kisérletsorozatban kiilonboz6 mar forgalomban levé vagy gyogyszerjelolt vegyiiletként vizsgalt

kognitiv teljesitményfokozo vegyiiletek hatdsat vizsgaltuk szisztémas beadds utan a

crer

alkalmazott kisérleti protokoll lehet6vé tette, hogy mind a sejtek NMDA iontoforézisére adott
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valaszaiban bekovetkezO valtozasokat, mint az ACh adasara adott valaszokat is analizalni
tudjuk, a spontan tiizelési aktivitas mellett. A kisérletsorozat soran egy-egy allatbdl csupan egy
elvezetést végeztiink, hogy az egyes szisztémasan adott anyagok hatasat kezelés-naiv
patkanyokon tudjuk megvizsgalni. Az egyes vizsgalt vegyiiletekhez kothetd kisérleti iilések
soran 2 percenként, 5 masodpercen keresztiil adagoltunk iontoforézis technikdjaval NMDA-at
a sejtek kozvetlen kozelébe. Miutan az elsd kisérletsorozathoz hasonloan itt is stabil NMDA-
cstcsokat tudtunk kivaltani, 70 masodpercen keresztiil ACh-t adagoltunk iontoforetikusan a
sejtek mellé. Ezt kdvetden az ACh adasok 10 percenként torténtek, igy négy NMDA adés
tortént az egyes ACh adasok kozott. Az alkalmazott protokoll segitségével harom kiilonbozo
tiizelési kondiciot tudtunk meghatarozni: 1) az elsé kondiciot az idegsejtek spontan tiizelési
aktivitasa jelentette, melyet az iontoforézisek sziinetében, az ACh adasat megel6zd, az NMDA
csucsok el6tti harom 60 masodperc hosszu intervallum alatt mért tlizelési aktivitasok atlagabol
kalkulaltunk; 2) a masodik tlizelési kondiciot az NMDA altal kivaltott tiizelési aktivitas
jelentette, melyet az ACh beadasat megel6z6 harom NMDA cstcs atlagabol szamoltunk ki; 3)
a harmadik tiizelési kondicio az ACh-val kivaltott tiizelési aktivitast foglalta magaba, melyet az
ACh iontoforetikus addsanak els6 hatvan mésodpercében detektalt tiizelési aktivitast foglalta
magaba, mely nem volt atfedésben az NMDA adasaval. A kiilonb6z6 tiizelési kondiciok

abrazolasa egy reprezentativ felvételen az 6. abran lathato.

Kondicié IIL
ACh-val kivéltott tizelési aktivitas
. ) Kondicié TL
E Kondicié 1. spont.
] t‘fﬁ dgg gft:“ NMDA-val kivaltott
B tiizelési jakdivitas
3 A O
=
% i i . W,J.L., | ! - A
g  — — —_— — ACh
- - - - - - - - - - - NMDA

100s

6. abra

Egy reprezentativ kisérlet felvételének résziete, mely jol abrazolja a masodik kisérletsorozatban
alkalmazott kisérleti protokollt. A vizsgalt piramissejtek tiizelési aktivitas hisztogramjan (spike/s)
Jjeloltiik a kisérletek soran mert kiilonbozo kondiciokat (spontan, NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitds,
ACh-val kivaltott tiizelési aktivitdas) szamitasanak a modjat.
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A stabil spontan, NMDA-val kivaltott és ACh-val kivaltott kontroll tlizelési aktivitas
mérése utan (T0) kiilonbozo farmakologiai kezeléseket alkalmaztunk szisztémasan, SC injekcid
segitségével. A szisztémas kezelést kovetéen az NMDA ¢és ACh iontoforetikus adagolasat
periodikusan ismételtiik a teljes felvétel soran (T10, T20, T30, T40, T50, T60), amely 60 percig
tartott. A szisztémas adasok 1iddzitését és a felvételek sematikus protokolljat az 7. abra foglalja

0ssze.

SC anvaghbeadas

Felvétel kezdete
T0
(Kontroll) T10 T20 T30 T40 T50 Ta0

7. abra

Egy felvétel sematikus abrdja, melyen jol elkiiloniilnek a szisztémas anyagbeaddshoz kétheto egyes
események (kontroll, SC anyagbeadas, majd a felvétel végéig az egyes kitiintetett idépontok).

Szisztémas hatasok vizsgilata a harmadik Kkisérletsorozatban: A harmadik
kisérletsorozatban kiilonb6z6 NMDA-receptorokra hat6 vegyiiletek hatasat teszteltiik
szisztémas adasuk utdn. A vizsgalt vegyliletek kozé a D-szerin és CPD30 nevii anyagok
tartoztak. Az alkalmazott kisérleti protokoll segitségével a hippocampalis sejtek spontan és
NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitasat tudtuk megvizsgalni, a hatdsmechanizmusuknak
megfelelden. gy a masodik kisérletsorozathoz nagyon hasonlitd iontoforetikus protokollt
alkalmaztunk, de a harmadik kisérletsorozatban nem vizsgaltuk a sejtek ACh érzékenységét. A
harmadik kisérletsorozatban két kiilonbozo tiizelési kondicidt vizsgaltunk: a spontan és az
NMDA-val kivaltott tlizelési aktivitasokat. Roviden Osszefoglalva: az NMDA iontoforetikus
adasok két percenként torténtek, 5 masodpercen keresztiil tartottak. Ot darab megfelelé NMDA
csucs utan (TO, kontroll) a vizsgélt anyag beadasa vagy ezekhez tartoz6 vehikulum (0,9% NaCl
oldat, vagy PEG-400) beadasa tortént SC injekcid segitségével. A vizsgalt anyag beadasa utan
a felvétel folytatdédott, az NMDA beadasok két percenként kovették egymdast 60 percen
keresztiil. A szisztémas adasok iddzitését €s a felvételek sematikus protokolljat az 7.abra

foglalja 0ssze.
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Adatok elemzése a szisztémas vizsgalatok soran

A vizsgélt vegyiiletek hatdsat a kiillonboz6 tiizelési kondiciokban (masodik
kisérletsorozatban: spontan, az NMDA-val kivaltott és az ACh-val kivaltott tiizelési aktivitas;
harmadik kisérletsorozatban: spontan és NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas) a normalizalt
tiizelési aktivitas segitségével elemeztiik. Az adatokat a kezelés beadasa el6tti kontroll tiizelési
aktivitas atlagértékével normalizaltuk. Az egyes tiizelési kondicidokat minden esetben kiilon
kezeltiik. E16sz0r a szisztémasan beadott vegyiiletek idobeli hatasat elemeztiik, az alapjan, hogy
a kontroll értéktdl (TO) eltér-e az idében, az anyag beadasahoz képest késobb mért normalizalt
tiizelési aktivitds. A hipotézisek tesztelés¢hez egytényezOs hierarchikus linearis modellt
hasznéltunk (,,linear mixed effect model”), melyben az ismételt mérések (azaz egy adott allatbol
hasznalatdval hajtottuk végre. A kiilonbozé vegyliletek iddébeli hatasat vizsgalva
Osszehasonlitottuk az SC injekcid beadasa utani idépontokban mért (T10-T60) és a kontrollpont
(TO) kozotti kiilonbségeket LSD teszt segitségével (Holm-modszerrel korrigalva) (Holm,
1979).

A vizsgalt vegyiiletek idObeli hatasan kiviil 6sszehasonlitottuk a vizsgalt vegytiletek
tiizelési aktivitasra kifejtett hatasat a hozzajuk tartozo vivéanyag-kontroll, vehikulum hatasaval.
Ezen Osszehasonlitasnak az alapjat a vizsgalt vegyiiletekhez kothetd regresszids egyenesek
adtdk, melyek az adott vegyiilethez tartozd tiizelési aktivitds idé fliggvényében vald
véltozasabol szamitodott. fgy a két dsszehasonlitandd vegyiilet (a vizsgalt vegyiilet és a hozza
tartozo6 kontroll vegytilet) regresszios egyeneseinek a meredeksége keriilt 6sszehasonlitasra, itt
is egytényezds hierarchikus linearis modellt (,linear mixed effect model”) haszndlva. Az
analizishez hasznalt képletben a TUZELES a kapott tiizelési frekvencia értékeket jelenti (Hz),
az IDO folyamatos prediktort, mely a vizsgalt anyag beadasatol eltelt idét jelentette,
KEZELES[1]-KEZELES[n] az adott sszehasonlitasban szerepld tesztvegyiileteket, bo-ban+i
becsiilt paramétereket, vi a random intercept-et €s az e a hibat. Az als6 indexekben talalhato i
betli az i-edik allatnak, mig az also indexben taldlhato j betiik a j-edik ismételt mérésnek
felelnek meg. Ha az IDO és a KEZELES kozotti féhatasok szignifikansak voltak (ANOVA),
arra kovetkeztettlink, hogy a tlizelési aktivitas mértéke az 1d6 fliggvényében, az adott kezelési
csoportban szignifikdnsan kiilonbozik a kontroll kezelés hatasara 1étrejovo tiizelési aktivitas

valtozasatol az id6 fliggvényében.
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TUZELES;; = by + by X IDO;j + b, x KEZELES[1];; + -+ + by41 X KEZELES[n];;
+ bpyy X IDO;; X KEZELES[1];j + -+ 4 bypyq X IDO;j X KEZELES[n];;
+ Vi + ei]-
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8. abra
A vizsgalt vegyiiletek szerkezeti képlete
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6. Eredmények

6.1. Alfa7 nACh-receptorra haté vegyiiletek 6nallé és kombinalt lokalis hatasai

Az els6 Kkisérletsorozatban kiilonb6zd alfa7 nACh-receptorra hatdo vegyliletetek
(agonista: PHA-543613; PAM: NS-1738 ¢s PNU120596; antagonista: MLA) spontén tiizelési
aktivitasra és NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitasra gyakorolt hatdsat Osszesen 111
hippocampdlis piramissejten vizsgaltuk meg. Ezen tilmenden a GABA hatasat kontrollként 19

neuronon (8 patkanytol; az adatok nem szerepelnek az dbrakon) vizsgaltuk.

Spontan tiizelési aktivitisra gyakorolt hatasok: A PHA-543613 alfa7 nACh-receptor
agonista iontoforézise soran a vizsgalt neuronok igen nagy szdmanal, kozel egyenld mértékben
tapasztaltunk novekedést és csokkenést a kontroll spontdn tiizelési aktivitashoz képest. A 71
neuronbdl 30 neuronban (42,3%) a PHA-543613 novelte a spontén tiizelési frekvencidt, mig
21/71 neuron (29,6%) tlizelési frekvencia csokkenéssel reagalt a PHA-543613 adésara
(novekedés vs. csokkenés): 30 vs. 21, binomidlis teszt: p=0,262; 9. dabra). A normalizalt
tiizelési aktivitast vizsgalva a PHA-543613 hatdsara a kontroll aktivitashoz képest
szignifikdnsan magasabb tiizelési aktivitast detektaltunk (293,3+59,2% vs. 100%, egymintas
Wilcoxon proba: W=1635,5, z=2,048, p=0,041).

Ezzel szemben az alfa7 nACh-receptor PAM-ok tilnyomorészt novelték a neuronok
spontan tiizelési aktivitasat. A neuronok nagy tobbsége a tiizelési aktivitas novekedéssel reagalt
mind az NS-1738, mind a PNU-120596 lokalis adéasara (34/40, 85%, illetve 7/8, 87,5%), ami a
tiizelési frekvencidt noveld hatdsok szignifikdnsan nagyobb gyakorisagat eredményezte a
tiizelési frekvenciat csokkentd hatasokhoz képest (NS-1738: 34 vs. 3 neuron, p<0,001; PNU-
120596: 7 vs. 0 neuron, p<0,001; 9. abra). A neuronok spontan tlizelési aktivitasa mindkét
PAM vegyllet alkalmazasa soran szignifikdnsan megnétt a kiindulési értékhez képest (NS-
1738: 679,6+197,8% vs. 100%, W=784, z=5,027, p<0,001; PNU-120596: 284,6+110,1% vs.
100%, W=36, z=2,521, p=0,012). Az NS-1738 adésa soran a normalizalt tlizelési aktivitas
szignifikansan magasabb volt, mint a PHA-543613 adasa soran kapott érték (Kruskal-Wallis
teszt: H=21,1, p<0,001; NS-1738 vs. PHA-543613: p<0,001; 10. abra).

MLA adas hatasara is szinte egyenlden oszlottak meg a tiizelési frekvenciat noveld
(13/29 neuron, 44,8%) és a csokkentd (9/29 neuron, 31,0%) hatasok, hasonléan a PHA-543613-
hoz (n6vekedés vs. csokkenés: 13 vs. 9, p=0,524; 9. abra). De a normalizalt tiizelési frekvencia
nem kiilonbozott szignifikdnsan a kontroll spontan tiizelési aktivitastol az MLA alkalmazasa

utan (179,8 £ 47,3% vs. 100%, W =277, z= 1,685, p = 0,092).
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Referencia gatld vegyiiletként alkalmazott GABA mind a 18 vizsgalt neuron spontan
tiizelési ratajat csokkentette (ndvekedés vs. csokkenés: 0 vs. 18, p<0,001). A spontén tiizelési
rata a GABA alkalmazasa kovetkeztében a kiindulasi aktivitas 20,9+3,7%-ara csokkent

(20,9+3,7% vs. 100%, W=171, z=3,724, p<0,001).

NMDA-val Kkivaltott tiizelési aktivitasra gyakorolt hatisok: A spontdn tiizelési
aktivitasra gyakorolt hatasokhoz hasonldéan a PHA-543613 a neuronok NMDA-val kivaltott
tiizelési aktivitasara is kozel azonos aranyban fejtett ki ndveld és csokkentd hatdsokat
(novekedés: 18/71 neuron, 25,4%; csokkenés: 26/71 neuron, 36,6%; 18 vs. 26: p=0,291; 9.
abra). Tovabba, a PHA-543613 alkalmazasa soran az NMDA -val kivaltott normalizalt tiizelési
aktivitas nem volt szignifikdnsan magasabb, mint a kontroll NMDA-val kivaltott normalizalt
tiizelési aktivitas (105,5+7,6% vs. 100%, W=1385, z=0,834, p=0,404). A PHA-543613 tiizelési
frekvenciat noveld €s csokkentd hatasanak reprezentativ felvételeit az 1. sz. melléklet A és B
paneljén lathato.

Ezzel szemben a PAM-vegyiiletek (NS-1738 és PNU-120596) tilnyomorészt novelték
a neuronok NMDA kivaltotta tlizelési aktivitasat (NS-1738: 32/39 neuron, 82,1%, ndvekedés
vs. csokkenés: 32 vs. 2, p<0,001; PNU-120596: 6/8 neuron, 75,0%, névekedés vs. csokkenés:
6 vs. 0, p<0,001; 9. abra). A kontroll NMDA-val kivaltott normalizalt tiizelési aktivitashoz
képest jelentdsen magasabb normalizalt tiizelési aktivitdsat eredményezték a vizsgalt
idegsejteknél a PAM vegyiiletek (NS-1738: 154,5£8,1%, W=750, z=5,024, p<0,001; PNU-
120596: 122,6+5,8%, W=34, z=2,240, p=0,025). A PAM-ok szignifikdinsan magasabb NMDA -
val kivaltott tiizelési aktivitast eredményeztek a PHA-543613 hatasahoz képest is (10. abra;
H=49,3, p<0,001; NS-1738 vs. PHA-543613: p<0,001; PNU-120596 vs. PHA-543613:
p=0,049). Az NS-1738 ¢és a PNU-120596 tiizelési frekvenciat ndveld hatasanak reprezentativ
felvételeit az 1. sz. melléklet C panelje mutatja.

Az MLA jelentés gatlo hatast gyakorolt az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitasra,
csOkkentve azt 30 neuronbdl 23 esetben (76,7%, novekedés vs. csokkenés: 3 vs. 23, p<0,001;
9. abra). MLA hatasara a sejtek aktivitasa atlagosan a kontroll NMDA-val kivaltott tiizelési
aktivitas 72,046,9%-ara csokkent (72,0+6,9% vs. 100%, W=402,5, z=3,500, p<0,001). A PHA-
543613-hoz képest a normalizalt NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas az MLA alkalmazasa
soran szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a PHA-543613 alkalmazasa soran (MLA vs. PHA-
543613: p=0,001; 10. abra).
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9. abra

A vizsgalt iontorofertikusan adott farmakonok hatasara létrejovo jellemzo valaszai (csokkenés (1),
novekedés (1), nem valtozott (D)) a sejteknek kordiagramon dbrazolva. A kettoskereszt szimbolumok
azt jelzik, hogy a binomialis teszt szerint a hatasok szignifikansan nagyobb valoszintiséggel
Jjelentkeztek, mint az ellenkezd hatas (azaz a tiizelési frekvencia ndvekedése vagy csokkenése kozotti
kiilonbségeket mutatja).: ### p<0,001.

A refenciaként alkalmazott GABA 19 neuronbdl 17-ben csokkentette az NMDA-val
kivaltott tiizelési aktivitast, a maradék két esetben a nem valtozott kategéridba tudtuk sorolni a
sejtek valaszat (ndvekedés vs. csokkenés: 0 vs. 17, p<0,001). A GABA iontoforetikus adasanak
hatdsdra az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitds a kontroll NMDA-val kivaltott tiizelési
aktivitas 38,1+£7,1%-4ara csokkent (38,1+7,1% vs. 100%, W=188, z=3,743, p<0,001).
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A) Spontan tiizelési aktivitas B) NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas
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10. abra

A spontan (A) és az NMDA-val kivaltott (B) normalizalt tiizelési aktvitas ésszehasonlitasa a kiilonb6zo
tesztvegyiiletek lokdlis alkalmazasa utan (atlag=SEM). A PHA-543613, NS-1738, PNU-120596 és
MLA hatasat a spontan tiizelési frekvenciara 71, 40, 8 és 29 neuronon vizsgaltuk (Kruskal-Wallis

H=21,1, p<0,001). A PHA-543613, NS-1738, PNU-120596 és MLA hatasdt az NMDA kivaltott
tiizelesi frekvencidara 71, 39, 8 és 30 neuronon vizsgaltuk (Kruskal-Wallis H=49,3, p<0,001). A savok
feletti kettskereszt szimbolumok azt jelzik, hogy az adott kezelés az alapvonalnal (100%)
szignifikansan magasabb normalizalt tiizelési aktivitast eredményezett: # p<0,05, ### p<0,001. A
csillag szimbolumok az atlagos normalizalt tiizelési aktvitasok kozotti szignifikans kiilonbségeket jelzik
a kiilonbozé vizsgalt farmakonok adasanak hatasara (post-hoc ésszehasonlitasok): * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001.

Az NMDA és a vizsgalt kolinerg farmakonok kozotti kolcsonhatasok

Osszehasonlitottuk az NMDA és a kiilonbdzd tesztelt vegyiiletek hatdsanak dsszegét az
NMDA ¢és az adott farmakon egyidejii alkalmazéasanak a tlizelési frekvencidra gyakorolt
hatasaval [(NMDA-Sp)+(Sp_Farmakon-Sp) vs. NMDA Farmakon-Sp]. Az NMDA ¢és a PHA-
543613 egyidejli alkalmazasa utani tiizelési aktivitas (19,37+1,58 Hz) nem kiilonb6zott a kiilon-
kiilon iontoforetizalt NMDA és PHA-543613 hatdsainak 6sszegétol (21,56+1,55 Hz, W=1607,
z=1,885, p=0,059), ami arra utal, hogy az egyidejiileg alkalmazott NMDA ¢és PHA-543613
additiv hatast gyakorolt a tiizelési aktivitasra. A masik alfa7 nACh-receptor ligand, a PAM, NS-
1738 szuperadditiv modon novelte a tiizelési aktivitast, amikor NMDA-val egyiitt adtuk
iontoforetikusan, 6sszehasonlitva a kiilon-kiilon alkalmazott hatasuk Gsszegével [(NMDA-
Sp)+(Sp_Farmakon-Sp) vs. NMDA Farmakon-Sp): 27,09+2,27 Hz vs. 21,21+1,97 Hz,
W=698, z=4,298, p<0,001]. Tovabba, az NMDA ¢és az MLA kozotti antagonista kolcsonhatast
tovabb erdsitette, hogy az NMDA ¢és az MLA egyedi hatdsainak 0Osszegéhez képest
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szignifikansan alacsonyabb kombinalt hatast talaltunk [(NMDA-Sp)+(Sp_Farmakon-Sp) vs.
NMDA_ Farmakon-Sp): 15,47+2,43 Hz vs. 25,80+2,81 Hz, W=408, z=4,120, p<0,001]. Az

Osszehasonlitasokat a 11. abra mutatja be.
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11. abra

Az NMDA és a kiilonbozo vizsgalt vegyiiletek kozotti kélesonhatas értékelése. Az adatpontok atlagos
ertékeket jelolnek, a hibasavok SEM-et abrazolnak. A vizsgalt sejtszamok az alabbiak: 71, 39, 8 és 29
volt a PHA-543613, NS-1738, PNU-120596 és MLA esetében. A kettoskereszt szimbolumok
szignifikans kiilonbséget jeleznek az NMDA és az adott tesztvegyiilet Osszesitett és onallo hatdsa kozott
[(NMDA-Sp)+(Sp_Drug-Sp)] és a kombinalt iontoforetikus adasuk kézétt (NMDA_Drug-Sp): ###
p<0.001.

A PHA-543613 és az NS-1738 kozotti kolcsonhatasok

A PHA-543613 és az NS-1738 kozotti kolcsonhatasokat 19 neuronon teszteltiik,
megvizsgalva a spontan €¢s az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitasra gyakorolt hatasukat az
onallé és kombinalt adasuk utan [(Sp PHA-Sp)+(Sp NS-Sp) vs. Sp PHA&NS-Sp), ¢és
(NMDA PHA-NMDA)+(NMDA NS-NMDA) vs. NMDA PHA&NS-NMDA]. A PHA-
543613, az NS-1738 ¢és a kombinalt adasuk hatdsdra vonatkozo reprezentativ felvételek a

2. sz. mellékletben lathatok.

Spontan tiizelési aktivitas: A 19 neuron koziil a PHA-543613 6nallo adasa 12 idegsejt

spontan tiizelési aktivitasat novelte, mig minddssze 3 neuron tiizelési aktivitdsa csokkent a
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vegyiilet alkalmazasa utan. A spontan tiizelési aktivitas szignifikdnsan nagyobb volt a PHA-
543613 adasa soran mért spontan tiizelési aktivitas és a kontroll spontan tiizelési aktivitas kozott
1,4+0,3 Hz-r6l 3,4+0,8 Hz-re (W=141, z=2,417, p=0,016, 12. abra). Az NS-1738 6nall6 adadsa
soran a 19 neuront vizsgalva 17 esetben novelte a spontdn tiizelési aktivitast (I neuronban
csokkent a tiizelési aktivitas), a kontroll spontan tiizelési aktivitassal 0sszehasonlitva, a tiizelési
aktivitas atlagosan 1,6+0,4 Hz-r6l 3,4+0,7 Hz-re nétt (W=198,5, z=3,492, p<0,001). A PHA-
543613 ¢és az NS-1738 egyidejii iontoforetikus addsa soran a 19 neuronbo6l 18-ban a spontin
tiizelési aktivitds ndvekedését eredményezte, és nem volt megfigyelhetd csokkend hatas. A
PHA-543613 és az NS-1738 egyideju alkalmazédsa két olyan neuron tiizelési aktivitasat is
novelte, amelyek a PHA-543613 6nallo adédsara csokkent tiizelési aktivitassal reagaltak. A
PHA-543613 és az NS-1738 kombinalt addsa a spontan tiizelési aktivitast 1,7+0,4 Hz-rdl
3,9+0,8 Hz-re novelte (W=207, z=3,808, p<0,001). A PHA-543613 és az NS-1738 egyideji
adasa nem eredményezte a spontan tiizelési aktvitas szignifikdnsan nagyobb relativ
novekedését (kombinalt adas) a két vegylilet 6ndllo adasai soran mért tiizelési aktivitasok
Osszegéhez képest [Sp PHA&NS-Sp vs. (Sp_ PHA-Sp)+(Sp_NS-Sp): 2,2+0,6 Hz vs. 3,8+0,9
Hz, Wilcoxon teszt: W=143, z=1,419, p=0,156].

NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas: A PHA-543613 6nall6 adasa a 19 neuronbdl
9-ben novelte az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitast, mig 6 neuronban az NMDA-val
kivaltott tlizelési aktivitas csokkenését figyeltilk meg. A PHA-543613 6nall6 alkalmazasa utan
az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas (19,6+2,8 Hz) nem volt szignifikansan magasabb,
mint a kontroll NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas (15,1+1,5 Hz, W=127, z=1,288, p=0,198,
12. abra). Az NS-1738 6nall6 adasa a 19 neuronbdl 15-ben novelte az NMDA-val kivaltott
tiizelési aktivitast, és nem volt olyan neuron, amely esetében csokkent volna az NMDA-val
kivaltott tiizelési aktivitds. Atlagosan az NS-1738 6nall6 adasa szignifikansan névelte a
neuronok tiizelési aktivitasat 14,9+1,7 Hz-rdl 23,34+2,7 Hz-re (W=190, z=3,823, p<0,001). A
PHA-543613 és az NS-1738 egyidejli iontoforetikus adasa 19 neuronbol 16-ban novelte az
NMDA -val kivaltott tiizelési aktivitast, mig 2 neuron esetében csokkent az NMDA-val kivaltott
tiizelési aktivitas a kombinalt iontoforetikus kezelés hazasara. A PHA-543613 és az NS-1738
kombinalt alkalmazasadnak hatdsara az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitads szignifikdnsan
megno6tt a kontroll aktivitdshoz képest 15,5£2,2 Hz-r6l 26,6+3,6 Hz-re (W=171, z=3,058,
p=0,002). A PHA-543613 és az NS-1738 egyidejii alkalmazédsa azonban nem mutatott nagyobb

relativ hatdst, mint a két vegyiilet 6nall6 addsa soran 1étrejovo relativ tiizelési aktivitasok
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Osszege [NMDA PHA&NS-NMDA vs. (NMDA PHA-NMDA)+(NMDA NS-NMDA):
11,1£2,8 Hz vs. 12,944,0 Hz, W=107, z=0,483, p=0,629].

Amit viszont fontos kiemelni, hogy a 6 neuron koziil, amelyek a PHA-543613 6nallo
alkalmazasara csokkent NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitassal reagaltak, 5 neuron a PHA-
543613 és az NS-1738 egyidejii adasara ezzel ellentétes valaszt mutatott, novelve az NMDA-
val kivaltott tiizelési aktivitast. Ezt a jelenséget tovabb elemezve kiilon §sszehasonlitottuk a
PHA-543613 ¢és az NS-1738 0nall6 alkalmazidsa soran detektalt valtozasok Osszegét a
kombinalt adasuk soran mért hatasukkal azon a 6 neuronon is, amelyek a PHA-543613 6nallo
adasara csOkkent NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitassal reagaltak. Ezt a kis csoportot
vizsgalva a PHA-543613 és az NS-1738 kombinalt adasanak hatasa szuperadditiv médon
novelte az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitast, amikor a PHA-543613 06nallo adasa
csokkentd hatast gyakorolt a tlizelési aktivitdisra [NMDA PHA&NS-NMDA vs.
(NMDA_ PHA-NMDA)+(NMDA NS-NMDA): -1,0+3,5 Hz vs. 16,6+5,9 Hz, W=21, z=2,201,
p=0,028]. Ez az eredmény arra utalhat, hogy a PHA-543613 gétl6 hatidsa az alfa7 nACh-

receptorra serkentd hatasra valtozhat, ha a receptorra specifikus PAM NS-1738 is jelen van.

A) Spontan tiizelési aktivitas B) NMDA-val kibéltott tlizelési aktivitas
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12. abra

Az alfa7 nAChR agonista PHA-543613 és a PAM NS-1738 hatdasainak osszehasonlitasa kiilon-kiilon
és kombinalt adasuk soran. Az abrakon a kontroll tiizelési aktivitas és a farmakon adasa alatti tiizelési
aktivitas éertékeket abrazoltuk (atlag+SEM) (A, N=20, spontdn tiizelési aktivitas és (B, N=19, NMDA-

val kivaltott tiizelési aktivitas) A csillag szimbolumok az adott farmakon szignifikans hatdasat jelzik a

Wilcoxon probak alapjan a kontroll tiizelési aktivitashoz képest képest: * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001.

50



6.2. Alfa7 nACh-receptor érzékeny vegyiiletek és a memantin 6nallé és kombinalt
szisztémas hatasai

A hippocampus piramis sejtjeinek tiizelési aktivitasat a harom kiilonbozd tlizelési
kondicioban 185 elektrofiziologiai felvétel segitségével mértiik €s elemeztiik. Az alkalmazott
farmakoldgiai kezeléseket a vizsgalt vegyiiletek szerint kiilon csoportokra lehetett osztani,
valamint att6l fliggéen, hogy Onélléan vagy kombindlva alkalmaztuk a kiilonbozo
farmakologiai kezeléseket, el tudtunk kiiloniteni monoterapias kezeléseket és kombinalt
kezeléseket. A monoterapias és kombinalt kezeléseknél ugyanazokat a kontrollfelvételeket
hasznaltuk a statisztikai 6sszehasonlitdsok soran. Igy a 0,9%-o0s NaCl és Tween 80-as felvételek

szama megegyezik a monokezelések és a kombinalt kezelések esetében.

A memantin hatasa a hippocampalis neuronok tiizelési aktivitasara a harom kiilonb6z6

tiizelési kondicioban

Spontan tiizelési aktivitas: A memantin dozis fliggden novelte a spontan tiizelési
sebességet az 1d6 mulasaval (MEMO,01: F(6, 71,1)=3,257, p=0,007), a tiizelési sebesség mar
30 perccel a MEMO,01 beadéasa utan szignifikdnsan magasabb volt az injekcid beadésa eldtti
kontrollértékekhez képest (TO: 1,07+0,40 Hz; T30: 2,98+0,73 Hz; normalizalt tiizelési aktivitas:
1,94+0,73; p<0,001), és tovabb nétt a kezelés végéig (T60: 3,40+1,14 Hz; normalizalt tiizelési
aktivitas: 2,35+1,14; p<0,001) (13.A abra). Ezenkivil a memantin esetében vizsgalt
legmagasabb dozis (MEM3,0) szintén novelte a spontan tiizelési aktivitast (T40: 2,36+0,55 Hz;
normalizalt tiizelési aktivitas: 1,15+0,55; p=0,032) a TO kontrollértékhez (TO: 1,33+0,52 Hz)
képest; MEM3,0: (F(6, 70,2)=4,872, p<0,001).

NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas: Az Osszes vizsgalt memantin dozis koziil csak
a legmagasabb memantin dézis, a MEM3,0 csokkentette az NMDA-val kivaltott tiizelési
aktivitast az id0 mulasaval (MEM3,0: F(6, 65,882)=2,762, p=0,019), a neuronok NMDA-
érzékenysége 40 perccel a memantin beaddsa utan kezdett el jelentdésen csokkeni (T40:
26,86+5,24 Hz vs. TO: 36,2143,02 Hz; normalizalt tiizelési aktivitéas: -9,34+5,24; p=0. 02), és
tovabb csokkent a kdvetkezd 20 percben a felvételek végéig (T50: 31,81+6,7 Hz vs TO:
36,21+3,02 Hz; normalizalt tiizelési aktivitas: -14,41+5,02; p=0,02) és (T60: 27,53+7,19 Hz vs
TO0: 36,21+3,02 Hz; normalizalt tiizelési aktivitas: -19,48+4,7; p=0,001) (13.B abra). A 0,9%-
os NaCl oldat és a MEM3,0 regresszids meredekségét dsszehasonlitva az IDO és a KEZELES
kozotti szignifikans kolcsonhatds megerdsitette a memantin hatékonysagat a vehikulumos
kezeléshez képest (IDOXKEZELES: (F (4, 339,6)=4,255, p=0,002; paraméter becslések:
TIMEX[MEM_3.0]: - 0,2240,08, df=339.4, t=-2,793, p=0,006).
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ACh-val kivaltott tiizelési aktivitas: A memantin 0,1 mg/kg dézisban szignifikdnsan
novelte a neuronok ACh-val kivaltott tlizelési aktivitasat az idé6 mulasaval (MEMO,1: F(6,
575,451)=2,948, p=0,014), az id6beli hatas a kezelés utan 30 perccel jelent meg (TO: 7,41+1,16
Hz; T30: 13,47+3,0 Hz, normalizalt tiizelési aktivitas: 6,06£3,0; p=0,023); 13.C abra). Az id6
mulasaval azonban nem volt kiilonbség a két kezelés kozott (vehikulum és a memantin) (IDOx

KEZELES: F (4, 290,3)=4,788, p=0,058).
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13. abra

Hippocampus CAl-es régio piramissejtjeinek normalizalt tiizelési aktivitdsa (az adatokat a kezelés
beadasa elotti kontroll tiizelési aktivitas atlagértékeével normalizaltuk) 1 mil/kg sooldat (0,9% NaCl) és
a vizsgalt négy memantin dozis (0,01 mg/kg; 0,1 mg/kg; 1 mg/kg; 3 mg/kg) beadasa elétt (T0) és utan

(T10-T60). A hibasavok az adott adatponthoz tartozé SEM értékeket jelenitik meg. (A) Spontan

tiizelesi aktivitas (B) NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas (C) ACh-val kivaltott tiizelési aktivitas. A
hipotézisvizsgalatot a normalizalt adatsoron végeztiik. Az egyes idopontok feletti csillag szimbolumok
az adott kezelési csoportban mért kontroll értékektdl valo szignifikans eltéréseket mutatjak: *p<0,05;

** p<0,01; *** p<0,001. A kettéskereszt szimbolum szignifikans kiilonbséget jelol a kiilonbozd

vizsgalt vegyiiletek hatdsa kozott: ## p<0,01
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A PHA-543613 hatasa a hippocampalis neuornok tiizelési aktivitasara

Spontan tiizelési aktivitas: Az alfa7 nACh-receptor parcialis agonista PHA-543613
minden alkalmazott dozisban befolyésolta a spontan tiizelési aktivitast az id6 fiiggvényében:
PHAO,1; PHA1,0 és PHA3,0 mind novelték a spontén tlizelési aktivitast a kezelés el6tti kontroll
értekekhez képest (PHAO,1: (F(6, 59.944)=3.901, p=0.002); PHA1,0: (F(6, 53.726)=3.314,
p=0.008); PHA3,0: (F(6, 61.186)=3.382, p=0.006)). A tiizelési aktivitas eldszor a PHA-543613
beadasa utan 30 vagy 40 perccel volt szignifikdnsan magasabb a beadas eldtti kontroll
értékekhez képest, a ndvekvo tendencia a felvételek végéig megmaradt (14.A abra). A PHA1,0
szignifikansan nagyobb volt a 0,9% NaCl oldat hatasaval 6sszehasonlitva IDOXKEZELES: (F
(3, 254,0=4,991, p=0,002; paraméter becslések: IDC")X[PHAI,O]: 0,06+0,02, df=255,3,
t=3,702, p=0,0003).

NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas: A PHA-543613 egyik vizsgalt dozisa sem
befolyasolta szignifikdnsan az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitast, és nem volt kiilonbség a
0,9%-0s NaCl oldat és a specifikus PHA-543613 dézisok hatdsai kozott (14.B abra).

ACh-val kivaltott tiizelési aktivitas: Az alfa7 nACh-receptor agonista PHA-543613
nagy mértékben ndvelte az ACh-val kivaltott tiizelési aktivitast az 1d6 fliggvényében az Gsszes
vizsgalt dozisban (PHAO,1: F (6, 57,227) =3,369, p= 0,007; PHA1,0: F (6, 62,964)=5,567,
p=0,0001; PHA3,0: F(6, 54,0)=11,716, p<0,001; 14.C abra). Tovabba a PHAI1,0 hatdsa
szignifikansan nagyobb volt, mint a kontroll 0,9%-0s NaCl oldat hatdsa az ACh-val kivaltott
normalizalt tiizelési aktivitasra (IDOXKEZELES: (F(3, 249,7)=5,406, p<0,001; paraméter
becslések: IDC")X[PHA_I,O]: 0,19+0,05, df=251,467, t= 1,071, p=0,0002).
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14. abra

Hippocampus CAl-es régio piramissejtjeinek normalizalt tiizelési aktivitasa (az adatokat a kezelés
beaddsa eldtti kontroll tiizelési aktivitas datlagértékével normalizaltuk) 1 ml/kg sooldat (0,9% NaCl) és
a vizsgalt harom PHA-543613 dozis (0,1 mg/kg, 1 mg/kg; 3 mg/kg) beadasa elétt (T0) és utan (T10-
T60). A hibasavok az adott adatponthoz tartozo SEM értékeket jelenitik meg. (4) Spontan tiizelési
aktivitas (B) NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas (C) ACh-val kivaltott tiizelési aktivitas. A
hipotézisvizsgalatot a normalizalt adatsoron végeztiik. Az egyes iddpontok feletti csillag szimbolumok
az adott kezelési csoportban mért kontroll értékektol valo szignifikans eltéréseket mutatjak: *p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001. A kettoskereszt szimbolum szignifikans kiilonbséget jelol a kiilonbozo
vizsgalt vegyiiletek hatdsa kézott: #i## p<0,001
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A CPDX hatasa a hippocampalis neuornok tiizelési aktivitasara

Spontan tiizelési aktivitas: Az alfa7 nACh-receptor pozitiv allosztérikus modulator
CPDX csak gyenge tiizelési aktivitast noveld hatast gyakorolt a spontéan tiizelési aktivitasra a
0,3 mg/kg doézisban alkalmazva (CPDXO0,3: F(6, 29,9)=2,577, p=0,027). A tiizelési frekvencia
csak a beadast kovetd 40. percben volt szignifikdnsan magasabb a kezelés el6tti kontroll
spontan tlizelési aktivitashoz képest (T40: 4,30+0,98 Hz vs TO: 2,16+0,72 Hz; normalizalt
tiizelési aktivitas: T40: 1,00+0,44; p=0,04). A CPDX t6bbi vizsgalt d6zisa nem befolyasolta a

spontan tiizelési aktivitast (15.A abra).

NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas: Bar az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas
nem nott az id6 fliggvényében egyik vizsgalt CPDX dozis hatdsara sem, a CPDX3,0 kezelés
hatésa és a hozza tartozo kontroll vehikulum vegyiilet (Tween 80) hatdsa kozott szignifikans
kiilonbséget talaltunk (IDOXKEZELES: (F (3, 268,2)=4,877, p=0,003; paraméter becslések:
IDOX[CPDX_3.0]: 0,30+0,08, df=268,3, t= 3,622, p<0,001) (15.B 4bra). Erdekes médon a
Tween 80 csokkentette az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitast (TWEEN: F(6,
75,953)=2,889, p=0,014) 60 perccel a beadédsa utan (T60: 26,44+3,78 Hz vs. TO: 38,08+4,63
Hz; normalizalt tiizelési aktivitas: -11,64+4,63; p=0,003).

ACh-val kivaltott tiizelési aktivitas: A CPDX jelentds hatassal volt a neuronok ACh-
érzékenységére. A CPDX3,0 novelte (CPDX3,0: F(6, 49,2)=3,114, p=0,011) az ACh-val
kivaltott tiizelési aktivitast az id6 fliggvényében. Az ACh-val kivaltott tiizelési aktivitds mar 30
perccel a beadast kdvetden szignifikansan magasabb volt, mint a kezelés el6tti kontroll ACh-
val kivaltott tlizelési aktivitas (T30: 24,25+4,70 Hz vs TO: 12,66+3,19 Hz; normalizalt tiizelési
aktivitas: 11,60+4,70; p=0,021), és a felvételek végéig magas maradt (T60: 31,48,11+7,11 Hz;
normalizalt tiizelési aktivitds: 18,82+7,11; p=0,005). A vizsgélt vegyiiletek hatdsanak
regresszids egyeneseit 0sszehasonlitva, azt lattuk, hogy minden CPDX-d6zis nagy mértékben
novelte az ACh-val kivaltott tiizelési aktivitast a Tween 80-al kezelt kontroll vehikulum kezelés
hatasahoz képest (IDOXKEZELES: (F(3, 268,4)=6,728, p<0,001; paraméter becslések:
IDOX[CPDX _0,3]: 0,22+0,07, df= 265,2, t= 2,959, p=0,003; IDOX[CPDX 1,0]: 0,24+0,08,
df=265.9, t=3,184, p=0,002; IDOX[CPDX_3,0]: 0,34+0,08, df=272,9, t=4,092, p<0,001; 15.C

abra).
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15. abra

Hippocampus CAl-es régio piramissejtjeinek normalizalt tiizelési aktivitasa (az adatokat a kezelés
beaddsa eldtti kontroll tiizelési aktivitas datlagértékével normalizaltuk) 1 ml/kg sooldat (0,9% NaCl) és
a vizsgalt harom CPDX dozis (0,3 mg/kg; 1 mg/kg,; 3 mg/kg) beadasa elétt (T0) és utan (T10-T60). A
hibasavok az adott adatponthoz tartozo SEM értékeket jelenitik meg. (A) Spontan tiizelési aktivitas (B)
NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas (C) ACh-val kivaltott tiizelési aktivitds. A hipotézisvizsgalatot a

normalizadlt adatsoron végeztiik. Az egyes idopontok feletti csillag szimbolumok az adott kezelési

csoportban mért kontroll értékektol valo szignifikans eltéréseket mutatjak: *p<0,05; ** p<0,01. A

kettiskereszt szimbolum szignifikans kiilonbséget jelol a kiilonbozo vizsgalt vegyiiletek hatasa kézott: #
p<0,05; ## p<0,01; ### p<0001
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A kombinalt kezelések hatasa a hippocampalis neuornok tiizelési aktivitasara

Spontan tiizelési aktivitas: A memantin ¢s PHA-543613 (MEMO,01+PHAO,1)
alacsony dozisu kombinalt kezelése szignifikansan ndvelte a spontan tiizelési aktivitast az 1d6
figgvényében (MEMO,01+PHAO,1: F(6, 66,7)=6,352, p<0,001). A kezelés eldtti kontrollhoz
képest a tiizelési aktivitds magasabb volt a kombinalt kezelés utan 40 perccel (T40: 3,90+1,11
Hz vs TO: 1,24+0,22 Hz; normalizalt tiizelési aktivitas: 2,66+1,95; p=0,002), €s ez a novekedés
megmaradt a felvételi iilések végéig (T50: 4,35+1,20 Hz vs TO: 1,24+0,22 Hz; normalizalt
tiizelési aktivitas: 3,10+1,20; p<0,001) és (T60: 5,25+1,33 Hz vs TO: 1,24+0,22 Hz; normalizalt
tiizelési aktivitas: 4.01+1.33; p<0.001). Ezenkiviil az alacsony ddzisu memantin és PHA-
543613 kombinalt adasanak hatdsa szignifikdnsan nagyobb volt, mint a hozzd tartozd
vehikulumos (0,9% NaCl oldat) kezelés hatasa (IDOXKEZELES: (F (2, 194,8)=16,429,
p<0,001; paraméter becslések: IDOX[MEMO0.014+PHAO.1]: 0,05+0,01, df=195,6, t=3,848,
p<0,001; 16.A abra). Ezzel szemben a memantin és a PHA-543613 nagy dozisu kombinécioja
(Mem3,0+PHA3,0) nem befolyasolta a spontén tiizelési frekvenciat.

Az alfa7 nACh-receptor agonista ¢s memantin kezeléshez hasonldéan az alfa7 nACh-
receptor PAM ¢és memantin kombinalt kezelés esetében is az alacsony dozisu kombinacid
(Mem0,01+CPDX0,3) bizonyult hatdsosnak a spontan tiizelési aktivitds ndvelésénék
tekintetében. A MEMO0,01+CPDXO0,3 kombinalt kezelés hatasa és a vehikulomos kezelés
(Tween 80) hatasa kozott (IDOXKEZELES (F (2, 194,1)=18,958, p<0,001; paraméter
becslések: IDOX[MEMO0,01+CPDX0,3]: 0,06+0,01, df=194,5, t=4,333, p<0,001; 16.D abra).

NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas: Az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitasra is
csak a memantin és a PHA-543613 vagy a memantint és CPDX alacsony do6zisu kombinalt
kezelés volt hatassal. A regresszidos egyenesek Osszehasonlitdsa szignifikans kiilonbséget
mutatott a MEMO,01+PHAQO, 1 kezelés és a hozza tartozé vehikulum kezelés (0,9% NaCl oldat
kozott (IDOXKEZELES: F (2, 200,2)=3,851, p<0,023; paraméter becslések:
IDOX[MEMO,01+PHAO,1]: 0,02+0,01, df=199,3, t=2,328, p=0,021; 16.B abra).

A MEMO0,01+CPDX0,3 kombinalt kezelés esetében is szignifikdnsan nagyobb hatést
talaltunk a kombinalt kezelés és a hozza tartozd vehikulumos kezelés (Tween 80) hatasa kozott
(IDOXIDO: F (2, 189,9)=3,049, p=0,05; paraméter becslések: IDOX[MEMO0,01+CPDXO0,3]:
0,19+0,08, df=188,8, t=2,411, p=0,017; 16.E abra).

ACh-val Kkivaltott tiizelési aktivitas: A kombinalt kezelések kozil a

MEMO0,01+PHAO,1 ndvelte ACh-val kivaltott tlizelési aktivitast az 1d6 fliggvényében
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(MEMO0,01+PHAQO,1: F(6, 60,4)=6,349, p<0,001). A hatésat a tiizelési aktivitasra mar a beadast
kovetd 20. percben tapasztaltuk a kezelés el6tti értékhez viszonyitva (T20: 22,63+5,73 Hz vs
TO: 13,11£2,44 Hz; normalizalt tlizelési aktivitas: 9,52+5,73; p=0,044), és ez a hatés a felvételi
ilések végéig tartott (T60: 39,16 +6,45 Hz; normalizalt tiizelési aktivitas: 20,46+7,81;
p<0,001). Ezenkiviil a MEMO,01+PHAO,1 kezelés altali hatas €s a hozza tartozé vehikulum
hatasa kozott szignifikans kiilonbséget talaltunk (IDOXKEZELES: F (2, 184,1)=18,625,
p<0,0001; paraméter becslések: IDéX[MEMO,OHPHAO,l]: 0,38+0,07, df=184,8, t=5,223,
p<0,001; 16.C abra).

Ehhez hasonldan, az alfa7 nACh-receptor PAM-os kombinadlt kezelés esetében is az
alkalmazott kisebb dozis novelte a neuronok ACh-ra adott valaszkészségét az id0 fiiggvényében
(MEMO0,01+CPDX0,3: F (6,43.4) =5.666, p<0.001). A beadast kdvetd 40. percben tapasztaltuk
el0szor a szignifikans hatast (T40: 22.63+5.73 Hz vs TO: 13.11+2.44 Hz; normalizalt tiizelési
aktivitds: 9,5245,73; p=0,003) a kezelés el6tti kontroll értékhez képest. Tovabba, a
MEMO0,01+CPDX0,3 kezelés hatdsanak meredeksége szignifikdnsan magasabb volt, mint a
hozza tartozé6 vehikulumé (IDOXKEZELES: F (2, 185,7)=29,761, p<0,0001;
paraméterbecslések: TIMEX[MEMO.01+PHAO.1]: 0,38+0,05, df=184,6, t=7,531, p<0,0001;
16.F abra).
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16. abra

Hippocampus CAl-es régio piramissejtjeinek normalizalt tiizelési aktivitdsa (az adatokat a kezeles
beaddsa eldtti kontroll tiizelési aktivitas datlagértékével normalizaltuk) 1 ml/kg sooldat (0,9% NaCl) és
a vizsgalt kétféle kombinalt kezelés beadasa elott (T0) és utan (T10-T60). A hibasavok az adott
adatponthoz tartozo SEM értékeket jelenitik meg. (A) Spontan tiizelési aktivitas (B) NMDA-val
kivaltott tiizelési aktivitas (C) ACh-val kivaltott tiizelési aktivitas. A hipotézisvizsgalatot a normalizalt
adatsoron végeztiik. Az egyes idépontok feletti csillag szimbolumok az adott kezelési csoportban mért
kontroll értékektol valo szignifikans eltéréseket mutatjak: *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. A
kettiskereszt szimbolum szignifikans kiilonbséget jelol a kiilonbozo vizsgalt vegyiiletek hatdasa kézott: #
p<0,05; ### p<0001
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6.3. D-szerin és DAAOQOI vegyiiletek onallo lokalis és szisztémas hatasai

A harmadik kisérletsorozatban a D-szerin ¢s a DAAOI inhibitor CPD30 nevii vegyiilet
lokalis és szisztémas hatdsat vizsgaltuk a hippocampalis sejtek tiizelési aktivitasara. A vizsgalt
vegyiiletek lokalis hatdsait 6sszesen 25 allaton vizsgaltuk, a D-szerint 44, illetve a CPD30
lokalis hatasat 45 neuronon teszteltiik. A vizsgalt vegyliletek szisztémdés hatdsainak
vizsgalatakor a D-szerin 1280 mg/kg dozisat 15, a hozza tartozé kontroll vehikulumot (0,9%
NaCl oldat) 13 felvételen vizsgaltuk. A 0,1 és 1,0 mg/kg dézisa CPD30-at 14-14 kiilonallo
felvételi iilésen teszteltiik, mig a hozzajuk tartozo6 kontroll vehikulumot (PEG-400), 13 felvételi
ilésen. A 3. sz. melléklet A és B panelje a D-szerinnel ¢s a CPD30-al végzett kisérletekbdl
szarmaz0 reprezentativ nyers felvételek egy-egy részletét mutatjak.

A) B)
D-szerin hatasai CPD30 hatasai

Spon‘rai_l ﬁi(zclcm [279%
aktivitas 69%
NMDA-val kiviltott 45%
tiizelési aktivitas @%
OrO090 ml OrT09 ml
17. abra

A vizsgalt iontorofertikusan adott farmakonok hatasara létrejove jellemzo valaszai (csokkenés (|),
novekedeés (1), nem valtozott (9)) a sejteknek kérdiagramon abrazolva.

D-szerin és CPD30 lokalis hatasai

Spontan tiizelési aktivitas: Mindkét vegyiilet novelte a neuronok spontan tiizelési
aktivitast: a tlizelési aktivitds ndvekedését szignifikdnsan tobb neuronnadl tapasztaltuk, mint a
tiizelési aktivitas csOkkenését a D-szerin vagy a CPD30 iontoforetikus adasanak eredményeként
(29 vs. 6, illetve 31 vs. 2 neuron, binomialis teszt: p<0,001 mindkét vegyiilet esetében; 17.A és
17.B abra). A D-szerin szignifikdnsan ndvelte a spontan tlizelési aktivitast a 2,834+0,88 Hz-es
kontroll tlizelési aktivitashoz képest 5,96+1,45 Hz-re (t=2,285, df=43, p=0,027; 18.A abra). A

CPD30 iontoforézise sordn a spontan tiizelési aktivitas 3,42+0,77 Hz-r6l 4,88+1,04 Hz-re nott
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(t=3,295, df=44, p=0,002) (18.A abra). A kontingenciatablazat és a chi-négyzetproba szerint
nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a D-szerin és a CPD30 hatdsa kozott (x2=2,484,
p=0,289). Az atlagos normalizalt tiizelési aktivitas valtozasa a ndvekedés irdnyaba 2,74+0,20

¢s 2,45+0,19 volt a D-szerin ¢s a CPD30 iontoforézise utan (t=1,025, df=50, p=0,310).

NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas: A vizsgalt neuronok tobbsége a D-szerin és a
CPD30 iontoforetikus adasanak hatasdra az NMDA-val kivaltott tlizelési aktivitas jelentds
novekedésével reagalt (17. abra). Az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas novekedését nagy
szamu neuronndl tapasztaltuk, a lokalisan adott vegyiiletek hatasa szignifikans volt a D-szerin
(p<0,001) vagy a CPD30 (p<0,01) adasa soran (22 vs. 4, illetve 20 vs. 5 neuron). A D-szerin
lokalis adasa soran a kontroll NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas 44,43+3,60 Hz-rol
53,10+4,57 Hz-re nétt (t=3,277, p=0,002), mig a CPD30 az NMDA-val kivaltott tiizelési
aktivitas 36,25+3,37 Hz-r61 42,67+4,46 Hz-re (t=2,390, p=0,021) (18.B abra). A D-szerin és a
CPD30 iontoforézisét kovetden az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitadsra gyakorolt hatasok
eloszlasa hasonld volt a két vizsgalt vegyiilet esetében (y2=0,300, p=0,860). A D-szerin
alkalmazasa atlagosan 1,56+0,07-et novekedést eredményezett az NMDA-val kivaltott
normalizalt tiizelési aktivitas tekintetében, amely nem kiilonbozott szignifikansan a CPD30

hatasatol (1,75+0,11; D-szerin vs. CPD30: t=-1,463, df=40, p=0,151).

A) B)

Spontan fiizelési aktivitas (Hz) NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas (Hz)
Kk
8 * 60

Kk + *
° 40 4:[7 +

Kontroll D-szerin Kontroll CPD30 Kontroll  D-szerin Kontroll CPD30

18. abra

A D-szerin és a CPD30 hatdsa a vizsgalt neuronok atlagos spontan (A) és NMDA-val kivaltott
(B) tiizelési aktivitasara (a D-szerin és a CPD30 elemszamai. 44, illetve 45 neuron voltak). A savok
feletti csillag szimbolumok jelzik, hogy az adott lokadlis kezelés a kontrollndl szignifikansan magasabb
atlagos tiizelési aktivitast eredményezett * p<0,1; ** p<0,01.
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D-szerin szisztémas hatasa a spontan és az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitasra

A vegyiiletek szisztémas adéasa soran a lokalis adashoz hasonldakat tapasztaltunk. A 4.
sz. melléklet a reprezentativ elektrofiziologiai felvételekbdl szarmazod nyers tlizelési
hisztogramokat mutatja.

Spontan tiizelési aktivitas: A D-szerin szignifikdnsan ndvelte a spontan tlizelési
aktivitast az 1d6 fiiggvényében (F(6, 58,8)=5,377, p<0,001). A spontan tiizelési aktivitas
szignifikdnsan magasabb volt a kezelés el6tti kontrollértéknél (TO: 0,68+0,18 Hz) 50 perccel a
D-szerin beadasa utan (T50: 3,45+1,12 Hz; normalizalt tiizelési aktivitas: 2,78+1,12), és tovabb
n6tt T60-nal (4,32+1,65; normalizalt tiizelési aktivitas: 3,64+1,65) (19.A abra).

NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas: A D-szerin ndvelte az NMDA-val kivaltott
tiizelési aktivitast (F(6,58,0)=10,213, p<0,001), szemben a kontroll 0,9%-0s NaCl oldattal,
amely nem okozott szignifikdns véltozast az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitdsban az id6
fliggvényében (F(6,59,0)=0,618, p=0,715) (18.B abra). A D-szerin hatasa a kezelés utan 20
perccel mar statisztikailag is igazolhaté volt (T20: 37,0+4,5 Hz vs. TO: 26,0+4,0; normalizalt
tiizelési aktivitas T20-nal: 11,1+4,5; 19.B abra) ¢s a felvételek végéig megmaradt. A D-szerin
hatasa a beadast kovetd 50. percben érte el a maximalis nagysagat a felvételek alatt (T50:

45,9+7,5).
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19. abra

A D-szerin hatdsa az idegsejtek tiizelési aktivitasara a szisztémas beadasukat kévetéen: atlag+SEM
abrak, amelyek a normalizalt spontan (4) és NMDA-val kivaltott (B) tiizelési aktivitas abrazoljak a D-
szerin és a kontroll vehikuluma (0,9% NaCl oldat) beadasa utan. A D-szerint 1280 mg/kg dozisban (4

ml/kg térfogat). TO: kontroll tiizelési aktivitas, a vizsgalt vegyiilet vagy a vehikulum beaddsa eldtt.

T10-T60: tiizelesi aktivitas 10-60 perccel a szisztéemas kezelés beadasa utan. Az adatokat az injekcio

beadasa elotti kontroll tiizelési aktivitas atlagos értékeivel normalizaltuk. A hipotezisvizsgalatot a
normalizalt adatsorral végeztiik. Az adott kezelés utani idopont (T10-T60) és kiinduladsi pont (T0)
kozotti szignifikans kiilonbségeket csillag szimbolumokkal jeloltiik: *p<0,05,; ** p<0,01; *** p<0,001.
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A CPD30 szisztémas hatasa a spontan és az NMDA-val kivaltott tiizelési
aktivitasra

A vegyliletek szisztémas adésa sordn a lokalis ad4dshoz hasonléakat tapasztaltunk. A
4. sz. melléklet a reprezentativ elektrofiziologiai felvételekbdl szarmazd nyers tiizelési
hisztogramokat mutatja.

Spontan tiizelési aktivitds: A D-szerinhez hasonléan a CPD30 mindkét vizsgalt
dozisban jelentésen novelte a neuronok spontan tiizelési aktivitasat az id6 fliggvényében (0,1
mg/kg: p<0,001; 1,0 mg/kg: p=0,001; 20.A abra).

NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitas: A CPD30 szintén ndvelte az NMDA-val
kivaltott tiizelési aktivitast mindkét vizsgalt dozisban az i1d6 fiiggvényében (0,1 mg/kg: F(6,
60,1)=4,718, p=0,001; 1,0 mg/kg: F(6, 64,0)=8,653, p<0,001), mig a CPD30-hoz tartozé
kontroll vehikulum (PEG-400) nem befolyasolta az NMDA-val kivaltott tlizelés aktivitast az
1d6 fliggvényében (F(6, 54)=0,149, p=0,988; 20.B abra). Az NMDA-val kivaltott tiizelési
aktivitas novekedése a 0,1 mg/kg CPD30 adasat kdvetd 30. perctdl kezdve szignifikans eltérést
mutatott (T30: 43,643,3 Hz vs. TO: 37,0+4,2 Hz, normalizalt tiizelési aktivitas T30-nal: 6,6+3,3;
p<0,05). A legnagyobb hatast az injekcid beadasa utan 50 perccel érte el (T50: 47,143,6;
normalizalt tiizelési frekvencia: 10,1£3,6; p<0,01). Az alacsonyabb vizsgalt d6zishoz képest az
1 mg/kg dézisi CPD30 mar a beadast kdvetd 10. percben hatdsos volt a beadas el6tti kontroll
értékhez képest (T10: 38,8+4,4 vs. TO: 33,1+3,5, normalizélt tiizelési aktivitds T10-ben:
5,7+4.,4; p<0,05), és az NMDA-ra adott tiizelési valaszok tovabb ndvekedtek, egy platohoz
konvergalva (maximalis hatas T50-ben: 45,2+4,5 Hz; normalizalt tiizelési aktivitas: 12.2+4.5;
p<0.001). A CPD30 mindkét doézisanak hatdsa 0sszehasonlitva hozzajuk tartoz6 vehikulum
hatasaval szignifikinsan nagyobb volt (IDOXKEZELES (F(2, 193,6)=4,727, p=0,010;
paraméter  becslések: IDéX[CPD_O,l]: 0,12+0,06, df=193,7, t=2,036, p=0,043;
IDOX[CPD _1,0]: 0,18+0,06, df=193,1, t=3,027, p=0,003).
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20. dabra

A CPD30 hatasa az idegsejtek tiizelési aktivitasara a szisztéemas beadasukat kévetéen: atlag+SEM
abrak, amelyek a normalizalt spontan (A) és NMDA-val kivaltott (B) tiizelési aktivitas abrazoljik a
CPD30 és a kontroll vehikuluma (PEG 400) beadasa utan. A vizsgalt vegyiiletet 0,1 mg/kg (CPD_0,1)
és 1,0 mg/kg (CPD_1,0) dozisban (5 ml/kg térfogat) alkalmaztuk. T0: kontroll tiizelési aktivitas, a
vizsgalt vegyiilet vagy a vehikulum beadasa elott. T10-T60: tiizelési aktivitas 10-60 perccel a
szisztéemas kezelés beadasa utan. Az adatokat az injekcio beaddsa elétti kontroll tiizelési aktivitds
atlagos ertékeivel normalizaltuk. A hipotézisvizsgalatot a normalizalt adatsorral végeztiik. Az adott
kezelés utani idopont (T10-T60) és kiindulasi pont (T0) kézotti szignifikans kiilonbségeket csillag
szimbolumokkal jel6ltiik: *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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7. Az eredmények megbeszélése

7.1. Alfa7 nACh-receptorra haté vegyiiletek 6nallé és kombinalt lokalis hatasai

Az els6 kisérletsorozatban célunk volt kiilonb6z6 alfa7 nACh-receptorokra hato
vegyiiletek lokalis hatasdnak vizsgalata patkany hippocampalis piramissejtek tlizelési
aktivitasara és NMDA-val kivaltott gerjeszthetdségére.

A kisérletek soran sikeriilt kimutatni, hogy az alfa7 nACh-receptorok ortogonalis
agonistaja és PAM vegyiiletei eltéré modon befolyasoljdk a neuronok spontan és NMDA-val
kivaltott tiizelési aktivitasat. Az alfa7 nACh-receptor specifikus agonista, a PHA-543613
lokalis iontoforetikus adasa mind az NMDA-val kivaltott, mind a spontan tiizelési aktivitds
tekintetében kozel egyenlé mértékben valtott ki tlizelési aktivitdst serkentd (facilitald) és
csokkentd (gatlo) hatast a kontroll tiizelési aktivitashoz képest. Az alfa7 nACh-receptor
agonista PHA-543613 kapcsolatos eredményeink Osszhangban vannak Prickaerts €s mitsai.
korabbi in vitro eredményeivel, mely alapjan az alfa7 nACh-receptor agonista EVP-6124,
Xenopus laevis oocitdkon vizsgalva kisebb koncentracioban (0,3nM-1nM) potencirozo6 hatassal
volt az ACh-val kivaltott tiizelési aktivitasra, mig nagyobb koncentracioban (3nM) az ACh-val
kivaltott tiizelési aktivitas csokkenését tapasztaltdk (Prickaerts és mtsai., 2012). Wallace és
mtsai. is hasonld eredményeket kaptak az RG-3478 alfa7 nACh-receptor agonista
vizsgalatakor. In vitro patch-clamp kisérleteikben bizonyitottak az agonista koncentraciofiiggd
hatasat a sejteken mért aramcsucsokra (Wallace €s mtsai., 2011). Mindkét kutatécsoport az
agonista lehetséges deszenzitizald hatasdnak tulajdonitotta a kapott eredményeket, mely
folyamatnak lehetséges prokognitiv és neuroprotektiv hatdst is tulajdonitanak (Nordberg,
2001). Fontos kiemelni, hogy ezekben az in vitro kisérletekben a vizsgalt sejteken ACh-val
kivaltott tiizelési aktivitast vizsgaltak. /n vivo kisérleti eredmények koz¢ tartozik alfa7 nACh-
receptor agonistaval kapcsolatban Huang és mtsai. kisérlete, ahol az agonista (PSAB-OFP)
iontoforetikus addsa utan vizsgaltak a hippocampus CA3 teriiletén taldlhatdé pirammisejtek
valaszait, ahol a vizsgalt 10 piramissejtbdl 7 esetében tapasztaltak tiizelési aktivitas novekedést,
mig hdrom esetében neuron esetében gatlast tapasztaltak (Huang €s mtsai., 2010). A kiilonbség
a tapasztaltak kozott kovetkezhet abbol, hogy Huang és mtsai. kisebb elemszamban vizsgaltak
a hippocampalis sejteket, valamint abbdl, hogy a CA3 és CAl régid piramisejtjei kozotti
kiilonbség elektrofiziologidjuk és aktivitasuk kozott (Mizuseki és mtsai., 2012). In vivo
kisérleten alapulo eredmény azonban azzal kapcsolatban kordbban még nem sziiletetett, hogy
alfa7 nACh-receptor agonista tobbféle, egymassal ellentétes hatasokat is létrehozhat a

piramissejtek tiizelési aktivitdsdnak modulalasa kozben (facilitalo, gatld és semleges hatas). A
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hivatkoznak a piramissejtekre, de az interneuronokhoz hasonléan tobb altipust tudunk
elkiiloniteni esetiikben is. Példaul tiizelési aktivitas alapjan a felsébb rétegekhez képest, az
alsobb rétegek piramissejtjei a CAl-es région belill nagyobb sebességgel €s frekvenciaval
tiizelnek, az alvas kozbeni lassi hullimok erdteljesebben modulaljdk Oket. De anatomiai
szempontbol, a région kiviili projekciok CAl-es régiob beliili célhelye alapjan sem mondhatjuk
homogén sejtpopulacionak a piramissejteket (Mizuseki €s mtsai., 2011).

A vizsgalt két PAM vegyiilet (NS-1738 ¢s PNU-120596) ezzel szemben az esetek dontd
hanyadéaban facilitald hatassal volt a spontan és az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitasra
egyarant a kontroll, anyagbeadas el6tti értékekhez képest, valamint szignifikansan nagyobb
NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitast eredményezett iontoforetikus adasuk az agonista PHA-
543613-hoz képest is. A PAM vegyiiletekrdl altalanosan elmondhat6, hogy hatassal vannak az
agonista receptorhoz vald kotédésének folyamatara és in vitro koriilmények kozott 6nalld adés
esetén nem valtanak ki csatornanyitast a receptoron (Sitzia és mtsai., 2011; Storch és mtsai.,
1995; Timmermann ¢s mtsai., 2007). A mi vizsgalatainkban az NS-1738 ¢s a PNU-120596
onall6 adasakor mindkét vegyiilet feltehetden az endogén ACh-ra volt hatdssal. Ezt megerdsiti,
hogy az egyik PAM vegylilet, az NS-1738 szuperadditiv modon tudta névelni az NMDA
véalaszokat, oly modon, hogy az endogén ACh glutamaterg aktivitast fokozo hatasat
potencirozta az alfa7 nACh-receptorokon keresztiil (Hajos, 2004; Wishka és mtsai., 2006).
Malysz és mtsai. in vitro kisérleteikben mutattak meg alfa7 nACh-receptorra hato PAM (A-
867744) potencirozo hatasat az ACh-val kivaltott dramcsucsokra oocitdkon és hippocampalis
nem teszi lehetévé annak bizonyitasat vagy cafolatat, de tobb kisérletben is kimutattak, hogy
exogén PAM jelenlétében a CA1 piramissejteken taldlhato alfa7 nACh-receptorok fizioldgias
szintli endogén kolin jelenlétében is aktivalhatok (Gusev & Uteshev, 2010; Kalappa és mtsai.,
2010).

A kétféle vegyiilet (agonista és PAM) eltérd hatasa a neuronok spontan aktivitasara és
NMDA ¢érzékenységére az alfa7 nACh-receptorok erds deszenzitizaciora vald hajlaméval
magyarazhat6. Az agonista bekotddése utan létrejovo csokkent alfa7 valaszok két kiilonallo
folyamatra is visszavezethetok: maganak a receptornak a deszenzitizdcidja, valamint az
agonista altal 1étrehozott csatornablokkra. Ezen két folyamat kovetkeztében a receptorok egy
bizonyos ideig nem gerjeszthetok ujbol agonista bekdtddésével (Ochoa és mtsai., 1989; Quick

& Lester, 2002; Uteshev, 2012). Fontos még kiemelni, hogy az agonista bekotodése
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kovetkeztében létrejovo csatornablokk erdteljes koncentraciofiiggést mutat €s nagy mértékben
befolyasolja kialakulasat, hogy bek6tddése milyen membranpotencial mellett torténik (Kalappa
& Uteshev, 2013). igy esetiinkben a deszenzitizacié folyamata, valamint az agonista bekétddése
kovetkeztében a fiziologias szinten jelen levo endogén agonistdk blokkolasa eredményezhette
az agonista hatasara 1étrejovo semleges €s antagonista szerli gatlo hatasokat. A spontan aktivitas
tekintetében az agonista PHA-543613 hasonlé aranyban okozott gatlast a neuronok
tiizelésében, az antagonista ML A-hoz hasonléan. Az NMDA-val kivaltott aktivitas tekintetében
azonban kiilonbség volt a két vegyiilet kozott, az antagonista MLA iontoforetikus adasa a
neuronok legnagyobb hényada esetén gatlo hatdst eredményezett, mig a PHA-543613 nevi
agonista az NMDA-val kivaltott aktivitdshoz hasonlé aranyban valtott ki facilitalo vagy gatlo
hatasokat. FErdemes kiilon foglalkozni a spontdn tiizelési aktivitassal kapcsolatos
eredményekkel, és a spontan aktivitas kialakulasanak hatterével. A spontan tiizelési aktivitas
novekedésének hatterében a hippocampusban taldlhat6 transzmitterrendszerek moduléléasa all.
Eredményeink 0sszefliggnek korabbi kisérletek eredményeivel, melyekben bizonyitottak, hogy
preszinaptikusan elhelyezkedd alfa7 nACh-receptorok glutamaterg, GABAerg vagy
szerotonerg neurotranszmissziora gyakorolt moduldléo hatasa mogott a transzmitter-liriilés
szabalyozasa all (Hajos, 2004; Wishka ¢s mtsai., 2006). A preszinaptikusan expresszalodo alfa7
nACh-receptorok ugyanis nagy mértékben képesek serkenteni a glutamat felszabadulast a
preszinaptikusan elhelyezkedd termindlokbol (Fisher & Dani, 2000). Fontos azonban
kiemelniink, hogy az agonista bekotddése az alfa7nACh-receptorhoz egyarant eldidézhet
novekedést és csokkenést 1s a spontéan tiizelési aktivitast befolyasolo kiillonb6zo transzmitter-
rendszereken keresztiil (Wallace & Porter, 2011). Osszefoglalva elmondhaté, hogy a kiilonbzé
kothelyli és hatasu alfa7 nACh-receptor vegyiiletek (agonista, antagonista, PAM) eltérd
hatassal voltak a hippocampalis neuronok tiizelési aktivitasara.

A lokalis iontoforetikus 6nallé adasok utdn, megvizsgaltuk, hogy az alfa7 nACh-
receptor agonista PHA-543613 hatasa moduladlhaté-e, ha vele kombinaltan exogén PAM
vegyliletet (NS-1738) adunk iontoforetikusan. A kétféle vegyiilet egylittes iontoforézise additiv
hatast eredményezett mind a spontan, mint az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitasra.
Valamint, a kombinalt lokalis adas soran az agonista, PHA-543613 gatlo hatasat az NMDA-val
kivaltott tiizelési aktivitasra a PAM, NS-1738 vald kombinalt adas visszaforditotta. Ebben az
esetben szuperadditiv hatast eredményezve az Onalléan gétldo hatast kivalto PHA-543613
hatasdhoz képest. Egyes tanulmanyok kimutattak, hogy a PAM vegyliletek egyik lehetséges
fiziologiai hatdsa lehet a mar aktivalodott alfa7 nACh-receptorok miitkddésének tovabbi,

kismértéki serkentése, amely eredményeként nagyobb mértékii lehet a célsejtek aktivacidja
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(Gusev & Uteshev, 2010; Kalappa ¢és mtsai., 2010). Az altalunk végzett kisérletekben a
vegyliletek kombinalt ad4sakor tapasztalt jelenségekre magyarazatot adhat a PAM vegytiletek
deszenzitizaciot befolyasold fiziologiai hatdsa. Témank szempontjabol érdekes lehet Cheng és
mohasejtek altal kozvetitett glutamaterg neurotranszmisszio kapcsolatat vizsgaltak patch-clamp
technika segitségével. Kisérletiikben az agonista nikotin hatdsat nagy mértékben potencirozta
az NS-1738 szimultan addsa (Cheng & Yakel, 2014). Annak ellenére, hogy az NS-1738 a Type
I-es PAM-ok k6z¢ sorolhatd, mely tipusba sorolhaté PAM-ok a kezdeti leiras alapjan nincsenek
hatassal receptor deszenzitizacio folyamatdra, Timmermann és mtsai. tanulméanya alapjan az
nACh-receptorokon lezajlé deszenzitizacido folyamatdra (Timmermann és mtsai., 2007).
Tanulmanyuk alapjan magyarazni tudjuk az agonista és a PAM szimultan adasa soran kapott
eredményeinket: az NS-1738 csokkenteni tudja a PHA hatasara kialakult deszenzitizacids
folyamatok szamat, ezaltal a kombinalt adds soran a PHA tiizelési aktivitast serkentd hatdsa fog

érvényesiilni.

7.2. Alfa7 nACh-receptor érzékeny vegyiiletek és a memantin 6nallo és kombinalt
szisztémas hatasai

A kovetkezd kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy kiilonb6zé kognitiv
teljesitményfokozo vegyiiletek (memantin, PHA-543613, CPDX), patkdny viselkedés
kisérletek szempontjabol relevans dézisai milyen mddon befolyasoljak a hippocampus CAl-es
aktivitasat. Az elso kisérletsorozattal ellentétben, itt a vizsgalt alfa 7 nACh-receptor agonista ¢és
PAM, valamint az NMDA-receptor antagonista memantin beadasa szisztémasan, i.p. injekcio
segitségével tortént.

Az AK kezelésére torzskonyvezett memantin dozis fliggden modulélta a piramissejtek
tiizelési aktivitasat mindegyik vizsgalt tlizelési kondicioban (spontdn, NMDA-val kivaltott,
ACh-val kivaltott tiizelési aktivitds). Az NMDA-val kivaltott aktivitds esetében, csak a
legmagasabb alkalmazott memantin doézis (3,0 mg/kg) volt hatdsos a tlizelési aktivitas
modulalasban. A tapasztalt gatlo hatds, ami a memantin NMDA-receptor blokkold hatasahoz
kotheté 6sszhangban van korabbi in vitro és in vivo eredményekkel (Parsons és mtsai., 2000;
Song és mtsai., 2018; Szegedi és mtsai., 2010). A memantin magas dézisainak alkalmazasa nem
volt hatékony bizonyos memoria tesztekben, hanem ezzel ellentétesen akar memoria és motoros

aktivitas rontd hatasat is megfigyelték (Creeley és mtsai., 2006; Wise & Lichtman, 2007).
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Kiegészitésként az el6z6 mondathoz: bar Creeley ¢és mtsai. alacsony dézisként emlitik
kozleményiikben az 5 és 10 mg/kg dozist, a Beconi és mtsai. altal végzett farmakokinetikai
kisérletsorozat eredményei alapjan ezek mar a magas memantin doézisok kozé sorolhatok
(Beconi ¢s mtsai., 2011). A kapott eredmények mogott az is allhat, hogy a memantin eltérd
modon befolyésolja a szinaptikus €s az extraszinaptikus NMDA-receptorokat. Az NMDA-
receptor blokkol6 vegyiilet nagyobb affinitassal gatolja az extraszinaptikus, NR2B alegységet
tartalmazd receptorokat, ezzel gatolva az extraszinaptikus receptor kivaltotta sejthalalt,
viszonylag megkimélve a normalis szinaptikus aktivitast, viszont a szinaptikus NMDA-
receptorokon kevésbé van gatld hatasa (Xia €s mtsai., 2010). Az alacsony memantin dézisok
ezzel szemben nem befolyasoltak az NMDA -excitacidkat, de az egyik, viselkedés kisérletekben
is relevans memantin dozis (0,1 mg/kg) hatékonyan ndvelte a neuronok ACh érzékenységét a
mi kisérleteinkben is. Korabbi irodalmi adatok alapjan nem meglep0 ez az eredmény, mivel a
memantin az NMDA-receptorokhoz alacsony affinitassal kotddik antagonistaként, valamint in
vitro vizsgalatok kimutattak nagyobb affinitdsadt mas receptorcélpontokhoz, példaul az alfa7
nACh-receptorokhoz (Aracava és mtsai., 2005; Rogawski & Wenk, 2006). Kutatocsoportunk
korabbi viselkedés kisérletei is azt mutattak, hogy az alacsony memantin dozissal kezelt
laboratoriumi patkanyok végezték el sikeresen a kiilonbozdé térbeli memoriat teszteld
feladatokat szkopolaminnal kivaltott tranziens amnézia modellben (Bali és mtsai., 2019; Bruszt
¢s mtsai., 2021). A jelen elektrofiziologiai mérések sordn kapott eredmények a korabbi
viselkedés eredményeinkkel egyiitt azt sugalljak, hogy a memantin kognitiv teljesitményfokozé
hatasa nem feltétleniil igényli az NMDA-receptorok kdzvetlen antagonizmusat.

A PHA-543613 szisztémas addsanak vizsgélatakor azt tapasztaltuk, hogy az alfa7
nACh-receptor agonista vegyiilet jelentds mértékben serkentette a hippocampalis piramissejtek
spontan ¢s ACh-val kivaltott tiizelési aktivitasat, de nem befolyasolta az NMDA-val kivaltott
aktivitasuk. A PHA-543613 hatasa a spontan ¢és az ACh-val kivaltott neuronalis aktivitasra
forditott U-alaku dozis hatas gorbe szerint alakult, tehat a vizsgalt alacsony dozis ¢és a
legmagasabb dozis nem fejtettek ki annyira jelentds serkentd hatast a tlizelési aktivitasra, mint
a két véglet kozott elhelyezkedd dozisok. Az U-alakt dézis-hatas gérbe a memoria és figyelem
kognitiv doméneket vizsgald viselkedési tesztekben is jellemzd az alfa7 nACh-receptor
agonista vegyliletekre (Pismataro és mtsai., 2021; Weed és mtsai., 2017; Yang és mtsai., 2013).
A leghatékonyabb dozis a spontan és az ACh-val kivaltott tiizelési aktivitas serkentésére a 1,0
mg/kg-os dozis volt, mely a viselkedési tesztekben is hatékonynak bizonyult MK-801 altal

kivaltott tranziens memoriazavar ellen (Bali és mtsai., 2015; Ning és mtsai., 2017).
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A harmadik vizsgalt vegyiilet az alfa7 nACh-receptor pozitiv alloszterikus modulétor
CPDX volt. A lokalis farmakologiai vizsgéalatok soran (els6 kisérletsorozat, cikk hivatkozas a
mondat végén) jelentds eltérést talaltunk az alfa7 nACh-receptor agonista és PAM vegytiletek
spontan ¢s NMDA-val kivaltott tlizelési aktivitasra gyakorolt hatasanak a tekintetében, mely
kiilonbséget az agonista direkt receptorhoz kotodesével 1étrejott blokk €s a deszenzitizacio
folyamatéval magyardztunk (Bali és mtsai., 2019). Jelen tanulmanyban a CPDX nevii PAM
vegylilet kis mértékben befolyasolta a hippocampalis neuronok spontan tlizelési aktivitasat
(enyhe serkent0 hatéas), de jelentésen novelte a neuronok lokalisan adott ACh-ra valo
érzékenységét. A kapott eredmények Gsszhangban vannak olyan korabbi irodalmi adatokkal,
ahol az alfa7 nACh-receptor PAM NS-1738 nagy mértékii sejtaktivitast befolyéasolo facilitald
hatasat mutattak ki az endogén agonista, ACh adasa mellett in vitro, valamint a vegyiilet tiizelési
aktivitast facilitalo hatasat in vivo is kimutattdk (Bali és mtsai., 2019; Timmermann és mtsai.,
2007). Tovabba a vizsgalt PAM vegyiilet az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitast is tudta
modulalni (enyhe serkentd hatassal volt rd). Ezen két eredmény a PAM vegyiiletek lehetséges
pozitiv terapids tulajdonsagara utalhatnak a kognitiv teljesitményfokozé vegyiiletek kozott,
mivel a CPDX csak az endogén ligandok (ACh ¢és NMDA) adasa mellett modulalta az
idegsejtek aktivitdsat, ami elonyos lehet a nemkivanatos off-target hatasok és az ezekhez
kothetd egyéb mellékhatasok elkeriilésében. Ezen kiviil, a PAM vegyiilet altali szabalyozés a
kolinerg jelatvitel serkentése mellett, megtartja az alfa7 nACh-receptorok fiziologiai szinten
torténd aktivalodasat a KIR altal szabalyozott endogén ACh felszabaduléas révén (Lewis és
mtsai., 2017).

A masodik szisztémas adasokon alapuld kisérletsorozatunk masodik felében azt
vizsgaltuk, hogy a szisztémas monokezelések sordn tobbféle dozisban vizsgalt vegyiiletek
kombinalt adasa hogyan befolyésolja a hippocampalis neuronok spontan, NMDA-val kivaltott
¢s ACh-val kivaltott tiizelési aktivitasat. A kombinalt kezelések soran azt szerettiik volna
feltérképezni, hogy a memantin hatasa alfa7 nACh-receptor agonista vagy PAM vegyiilettel
valo kombinalt adasdval hogyan modulalhatd. Kétféle doziskombinéaciot vizsgaltunk:
szubeffektiv, alacsony dozist és magas dozisu kombinalt kezeléseket. A monokezelések soran
egyik tiizelési kondicioban sem hatisos alacsony dézisi PHA-543613 és CPDX vegyiiletek
kombinalt alkalmazdsa a monoterdpidsan szintén szubeffektiv memantinnal, mindegyik
vizsgalt kondicioban (spontdn, NMDA-val kivaltott és ACh-val kivaltott tlizelési aktivitas)
tiizelési aktivitast serkentd hatast volt, ami az NMDA-receptor antagonista ¢és a két vizsgalt
alfa7 nACh-receptor (agonista ¢s PAM) kozotti elényds kolcsonhatasra utalhat. In vivo

elektrofiziologiai eredményiink parhuzamba hozhaté szamos viselkedés vizsgalattal, ahol a
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glutamaterg ¢és a kolinerg rendszert célzo kognitiv teljesitményt fokoz6 vegyiiletek alacsony,
onalldéan nem hatasos doézisainak kombinalt alkalmazésa javito hatassal volt a vizsgalt kognitiv
funkciokra (Bali és mtsai., 2019; Bruszt és mtsai., 2021; Nikiforuk és mtsai., 2016; Potasiewicz
¢s mtsai., 2020). Fontos azonban megjegyezni, hogy a PHA-543613 és a memantin kombinalt
adasa jelentésebb serkentd hatast gyakorolt a spontan és az NMDA-val kivaltott tiizelési
aktivitasra, mint a CPDX ¢és memantin kombinalt adasa. Ezen eredmény Osszhangban van
farmakodinamikai tulajdonségaikkal, mely alapjan a PAM vegyiiletek hatasanak kifejtésé¢hez
megfeleld extracelluléris szinten jelen levé endogén vagy exogén agonista jelenléte sziikséges
(Timmermann és mtsai., 2007). A magas dozisu kombinalt kezelések vizsgalata soran azt
tapasztaltuk, hogy a memantin ¢és az alfa7 nACh-receptorok kombinalt addsa a monoterapids
kezelésekhez képest csokkent tiizelési aktivitas valtozasokat eredményezett, mely lehetséges
off-target hatdsokkal vagy a kombindlt vegyliletek ko6zos receptorkotohelyekért valo
versengésével magyarazhat6. A memantin tobbféle tdimadaspontu vegyliletként, az alfa7 nACh-
receptorokhoz is tud kotddni, antagonista hatasokat kivaltva a receptor mitkodésében (Becker
és mtsai., 2013). Erdekes médon a nagy dozisi memantin NMDA-val kivéltott aktivitasra
gyakorolt gatld hatasat a nagy dozisu PAM-mal val6 kombinalas vissza tudta forditani, ami
tovabbi bizonyitékul szolgalhat a két vegyiilet kozotti interakcid meglétére. Annak ellenére,
hogy kisérleti elrendezésiinkben csokkent neuronalis aktivitas volt kothetd a magas dozist
kombinalt kezelések szisztémds adasa és az onallo kezelések kozott, a vegyliletek kozotti
interakcidonak elényos hatasa lehet az NMDA-receptorokra. Mivel vissza tudja forditani a
memantin hatasara létrejovo tulzott antagonista hatdsokat, mely lehetdvé teszi a receptorok
egészséges fizioldgiai szinten torténd aktivalodasat, az LTP kialakuldsat ¢és a
memoriakonszolidaciés folyamatokat (Griiter és mtsai., 2015; Newcomer & Krystal, 2001).

A kétféle alfa7 nACh-receptor érzékeny vegyiilet (agonista és PAM) ¢és a memantin
szisztémas hatasinak vizsgalata soran kapott eredményeink azt mutatjdk, hogy mind a
monoterapias kezelések, mind a kombinalt terdpidk esetében kulcsfontossdgu a megfelelé dozis

kivélasztasa, mely eltérhet az egyes kognitiv hanyatlassal jar6 betegségek esetében.

7.3. D-szerin és DAAOQOI vegyiiletek onallo lokalis és szisztémas hatasai

A harmadik kisérletsorozatban a D-szerin és a DAAOI CPD30 hippocampalis
piramissejtek spontan ¢s NMDA -val kivaltott tiizelési aktivitasara gyakorolt hatasat vizsgaltuk.
A vegyiiletek hatdsat a tiizelési aktivitasra lokalis miktoriontoforetikus adasuk segitségével és

szisztémas SC. injekcid segitségével is megvizsgaltuk.
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A lokalis vizsgélatok soran mind a D-szerin, mind a DAAOI CPD30 jelentds mértékben
serkentették a spontan és az NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitasat az idegsejteknek. A D-
szerin NMDA-receptorok miikddését befolyasold hatdsa 0Osszhangban van korabbi
elektrofiziologiai eredményekkel. Salt és mtsai. a thalamus idegsejtjeit vizsgalva mutattak ki a
mikrointoforetikusan adott D-szerin glutamaterg miikodést serkentd hatasat (Salt, 1989). A D-
szerin hatasat arnyalja Martina és mtsai. kisérlete, mely szerint in vitro koriilmények kozott a
D-szerin csak a hippocampalis piramissejtek egy bizonyos hdnyadéanak aktivitasat serkenti és
eltéréen modulalja a CAl-es régidban taldlhato interneuronokat és piramissejteket. Kisérleteink
soran mi is azt tapasztaltuk, hogy a D-szerin a vizsgalt piramissejtek kozel felénél nem valtott
ki tlizelési aktivitds novekedést (Martina ¢és mtsai.,, 2003). A D-szerinhez kd&thetd
eredményeinkkel kapcsolatban kiemelhetd, hogy a szinaptikus NMDA-receptorokon hatva a
D-szerin fontos szerepet tolt be az LTP folyamatdban, valamint sejten beliili Ca*" -
szignalizacios Utvonalakon keresztiil neuroprotektiv hatast fejt ki az NMDA-receptorok
aktivalasan keresztiil. igy a D-szerin NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitdst novelé hatdsanak
hatterében feltételezhetden a szinaptikus NMDA-receptorok nagy mértékli serkentése all. A
vizsgalt D-szerin szintet befolydsolo DAAOI vegyiilet a D-szerinhez hasonl6 hatast valtott ki.
A két vegyiilet hatasa kozott nem talaltunk szignifikans kiillonbséget, tehat az extracellularis D-
szerin szint ndvelése kozvetleniil ¢s DAAOI segitségével hasonldo mértékben befolyasolta a
neuronok tiizelési aktivitasat. Az AS057278 nevit DAAOI-r6l kimutattak in vitro és ex vivo,
D-szerin funkcionalis hatasait utdnozva (Adage és mtsai., 2008). Primer patkany hippocampalis
idegsejtkultiran vizsgalva DAAOI hatasat, kimutattadk, hogy sikeresen novelik az NMDA-
receptor medialta szinaptikus aktivitast, valamint a kivaltott hippocampalis théta ritmus
mértékét is képesek voltak ndvelni (Strick és mtsai., 2011). Ezen eredmény, 6sszhangban az
asztrocitdk théta ritmust szabalyoz6 tulajdonsdgaval, melynek egyik eleme a
gliotranszmittereken beliil a D-szerin szint szabalyozasa (Hassanpoor és mtsai., 2014). A théta
oszcillacio igen fontos elektrofizioldgiai eleme a memoria konszolidacidonak és az emlékek
el6hivasanak (Buzsaki & Moser, 2013; Hasselmo & Stern, 2014; Nicolas és mtsai., 2021). A
DAAOI vegyiilettel kapcsolatban is fontos kiemelni, a D-szerinhez hasonloan, hogy csak a
neuronok kézel felében valtott ki serkentd hatdst mind a spontan, mind az NMDA -val kivaltott
tlizelési aktivitast nézve. Az altalunk alkalmazott in vivo kisérleti Osszeallitas kovetkeztében,
nem csupan a vizsgalt piramissejtek koriili kdzvetlen hatdsok, hanem a tobbi hippocampalis
régiohoz vagy a KIR hippocampuson kiviili részeihez kothetd CAl-es régid piramissejtjeit

szabéalyozo folyamatok is befolyasoljak a kapott eredményeket. Igy, mind a két vegyiilet
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esetében, a hippocampusban talalhaté neuronalis korokon beliil, és a kollateralis gatlassal is
magyarazhat6 a kapott eredmény, mely segit egyensulyban tartani a hippocampus serkentd és
gatlo folyamatait (Topolnik & Tamboli, 2022; Witter és mtsai., 2014).

A két vegyiilet szisztémas addsanak vizsgalatakor a lokélis eredményeknek megfeleld
hatasokat tapasztaltunk. Mind a D-szerint, mind a CPD30 nevii vegyiilet szignifikansan novelte
a hippocampalis idegsejtek spontan és NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitasat a beadas eldtti
kontroll tiizelési aktivitashoz képest. Ezzel 6sszhangban Hopkins és mtsai. a DAAOI SUN nevii
vegyiilet intraoralis beaddsa utan azt tapasztaltak, hogy a vizsgalt anyag jelentésen novelte a
hippocampalis, NMDA -receptor fliggé LTP 1étrejottét, valamint a patkanyok viselkedésének a
szintjén prokognitiv hatdsa volt 0j targy felismerési tesztben (Hopkins és mtsai., 2013).
Elektrofiziologiai eredményeink alatdmasztjdk a D-szerin és a DAAO enzim gatlasanak
NMDA-receptor mitkodést modulalé hatasat, mely folyamat lehetséges neurokognitiv zavarok
kezelésében is kulcsfontossagu lehet. D-szerinnel kapcsolatban kimutattak egerekben, hogy
alacsony dozisban alkalmazva javitja az allatok teljesitményét MK-801 segitségével elddidézett
tranziens amnéziaval szemben 1) targy felismerési tesztben és a térbeli, valamint
munkamemoriat vizsgald T-labirintusban, majd a kisérletek utan HPLC technikéval emelkedett
D-szerin szintet mértek a kezelt allatok esetében (Bado és mtsai., 2011). Ezentul egyéb térbeli
memorian alapuld tesztekben is kimutattak a D-szerin memoriajavitd hatdsat pl.: Nikseresht és
mtsai. toxikus amiloid béta fragmensekkel transzkranidlisan injektalt patkanyok MWM-ben
nyqjtott teljesitményét vizsgalva, valamint Zhang ¢€s mtsai. 6nalloan alkalmazva a kezelés
nélkiili allatokhoz képest (Nikseresht és mtsai., 2021; Zhang és mtsai., 2008). A kis dozisu
kronikus D-szerin kezelés MK-801 farmakologiai modellben javitotta a patkdnyok szocialis
memoria teljesitményét (Zhou ¢és mtsai, 2016). A D-szerinhez kothetd hatasokkal
parhuzamosan, a DAAO aktivitds csokkenésével kapcsolatban is bizonyos kognitiv funkciok
javulasat kotik 0ssze ragesald viselkedés kisérletekben. Maekawa és mtsai. a DAAO enzim
szintézisért felelés gén nélkiil rendelkezd egerek (DAO-/- egerek) MWM-ben nyujtott jobb
teljesitményérdl szamoltak be a genetikailag vad tipust egerekhez képest, mikozben a mutans
egerekbdl szarmazo hippocampalis szeleteken nagyobb LTP-t mértek (Maekawa és mtsai.,

2005).
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8. Osszefoglalas

Bevezetés, célkitiizések: A kiulonbozo NKZ-kal él6 emberek szama drasztikusan
megnovekedett az elmult évtizedekben. A ndvekvd tendencia a betegeken kiviil érinti a
kornyezetiiket, az egészségiigyi rendszert és globalis szinten gazdasagi vonzatai is lehetnek. A
problémara megoldast keresve, igen nagy szamu kutatas kdzponti elemét képezik a kiilonb6zo
sulyossagi NKZ-ok patoldgiai hatterének felderitése €s az egyes betegségek lehetséges
gyogyszeres kezelései. Jelenleg azonban elmondhat6, hogy még mindig vannak ismeretlen
elemei az egyes betegségek hatterének és nem elég széleskorli a rendelkezésre allo
farmakoterapias kezelések palettdja. Jelen PhD dolgozatban szerepld kisérletek célja is hasonld
volt: feltérképezni mar forgalomban levé és preklinikai kutatdsok targyat képezd vegyiiletek
hatasat. A vizsgalt vegyiiletek kiilonb6z6 tdmadaspontuak voltak a receptorok szintjén:
NMDA-receptor antagonista memantin, alfa7 nACh-receptor agonista, antagonista és PAM
vegyliletek, valamint az NMDA-receptorok GMS helyéhez kotédé D-szerin és a D-szerin
extracellularis szintjét befolyasol6 DAAOI vegyiilet. A kisérletek soran a vizsgalt agyteriilet a
memoriafunkciok megfeleld miikddéséhez elengedhetetlen hippocampus volt, mely KIR
struktura még részletesebb feltérképezése, megismerése egyarant kulcsfontossagt a hatékony
farmakologiai terapidk kidolgozasahoz.

Modszerek: A vegyiiletek lokalis mikroiontoforetikus adassal kivaltott hatasat és
szisztémas alkalmazas utani hatasat egyarant vizsgaltuk altatott patkanyok hippocampusanak
elemzésével. A glutamaterg és a kolinerg transzmissziot moduldlé hatasukat az alkalmazott
kisérleti protokollok tették lehetévé, melyek alapjat a KIR-ben természetesen is megtalalhato
neurotranszmitterek (NMDA ¢s ACh) iddzitett iontoforetikus adésai adtak. Az NMDA-val ¢és

ACh-val kivéltott excitaciok mellett a vizsgalt sejtek spontan tiizelési aktivitasat is vizsgaltuk.
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Eredmények:

I. Tézis: Az alfa7 nACh-receptor agonista és PAM vegyiiletek eltéré modon befolyasoljak

a hippocampalis piramissejtek spontan és NMDA-val Kkivaltott tiizelési aktivitasat.

e Az agonista vegyiilet antagonista szerli hatdsat tapasztaltuk a lokalis hatasok
vizsgalatakor, ami mogott a vegyiilet receptor deszenzitizald hatdsa allhat, melynek
lehetséges prokognitiv €s neuroprotektiv hatast is tulajdonitanak.

e A PAM vegyiiletek ezzel szemben egyértelmiien serkentd hatdssal voltak a tiizelési
aktivitdsra. A tapasztaltak hatterében a PAM vegyiilet endogén ACh agonista
természetes aktivitasara gyakorolt facilitald hatasai lehetnek.

e Az agonista és a PAM vegylilet kombinalt adasa additiv médon befolyasolta a neuronok
aktivitasat az 6nallo6 adasokhoz képest, valamint az agonista gatlo hatasat a PAM-ral
valo kombinalt adéas vissza tudta forditani. A kapott eredményeket a PAM vegyiiletek

deszenzitizaciot befolydsold hatasara szolgalhatnak tovabbi bizonyitékul.

Vonatkoz6 sajat publikacio:
Bali, Z. K., Nagy, L. V., Budai, D., & Hernadi, 1. (2019). Facilitation and inhibition of firing
activity and N-methyl-D-aspartate-evoked responses of CA1 hippocampal pyramidal cells by
alpha7 nicotinic acetylcholine receptor selective compounds in vivo. Scientific Reports, 9(1),

9324. https://doi.org/10.1038/s41598-019-45796-7 1F: 3,998

II. Tézis: Az alfa7 nACh-receptor érzékeny vegyiiletek ¢és a memantin
hatasmechanizmustol és az alkalmazott dozistol fiiggoen eltéré6 modon befolyasoljak a
hippocampalis piramissejtek spontan, NMDA-val ¢és ACh-val Kkivaltott tiizelési

aktivitasat.

o A torzskonyvezett AK gyogyszer, a memantin legmagasabb vizsgalt dozisa volt csak
gatlo hatdssal az NMDA-receptorokra, ami az irodalomnak megfelel6 NMDA-
receptor gatld hatdsanak megfelel. A tobbi, viselkedés kisérletek szempontjabol
relevans dozis nem befolyésolta az NMDA-excitaciokat, de hatdssal volt a spontan
¢s az ACh-val kivaltott tiizelési aktivitasra. Ezen eredmény megkérddjelezi, hogy
valoban a memantin NMDA-receptor antagonizmusa all-e a vegyiilet kognitiv

teljesitményfokozo hatdsa mogott.
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e A vizsgalt alfa7 nACh-receptor agonista vegytilet leginkabb facilital6 hatassal volt
a spontan ¢és az ACh-val kivaltott tiizelési aktivitasra, valamint a viselkedés
kisérletekben tapasztaltakhoz hasonldéan forditott U-alaka doézis hatds gorbe
jellemezte a vegyiiletet. A kiilonleges dozis hatas gorbe hatterében az allhat, hogy az
alacsony dozisok tul kicsi KIR-en beliili koncentraciét idéznek eld, mig a magas
dozisok a receptor deszenzitizacio és a receptor kotohely foglalas miatt nem valtanak
ki serkentd hatast a neuronok mitkddésében.

e A vizsgélt alfa7 nACh-receptor PAM vegylilet az ACh-val kivaltott tiizelési
aktivitasra gyakorolt nagy mértékii serkentd hatast gyakorolt, mig a masik két
tiizelési kondicidban nem vagy kevésbé. A tapasztaltak hatterében a PAM
vegyiiletek agonista fliggd hatasmechanizmusa allhat.

e A kombinalt adasokat elemezve, kutatocsoportunk viselkedési tesztek
eredményeivel 0sszhangban a vizsgalt szubeffektiv do6zisok kombinacioja hozott
1étre jelentOs tiizelési aktivitas ndvekedést, mig a vizsgalt magas d6zistt kombinacidok
esetében nem tapasztaltunk jelentds aktivitasbeli kiilonbséget. A magas dozisokkal
kapcsolatos eredmények hatterében a két vegytilet egymast kioltd hatésa vagy off-
target hatasok allhatnak. Egyértelmiien kijelenthetd, hogy az alfa7-es vegyiiletek
modulalni tudtdk a memantin hatdsat szubeffektiv kis dozisban és nagy ddzisban
adva egyarant, igy ezen eredmények bizonyitékul szolgilhatnak a kétféle

hatdsmechanizmusu vegyiilet kozotti interakciora.

Tervezett sajat publikacio:
Nagy, L. V., Bali, Z. K., Hernadi, I. Modulation of spontaneous and N-methyl-D-aspartate or
acetylcholine-evoked firing activity of hippocampal CA1 pyramidal neurons by systemically

applied cognitive enhancer compounds in the anesthetized rat. (Bekiildés alatt)
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III. Tézis: A D-szerin tiizelési aktivitasra a vizsgalt piramissejtek nagy szamanal facilitalo

hatassal volt a lokalis és szisztémas hatasok vizsgalatokor egyarant, melyhez hasonloakat

tapasztaltunk az extracellularis D-szerin szintet befolyasolo DAAOI vegyiilet adasakor.

A D-szerin és DAAOI vegyiilet lokalis hatasainak vizsgalatakor a két vegyiilet
egymashoz hasonl6 mdédon novelte a piramissejtek tlizelési aktivitdsat. A spontan
aktivitas tekintetében a vizsgalt sejtek kozel haromnegyedében, mig az NMDA-val
kivaltott tiizelési aktivitas tekintetében az esetek felében tapasztaltuk serkentd
hatasat a két vegyiiletnek. A jelenség hatterében a hippocampuson beliili helyi
neuronalis kapcsolatok szabalyozé szerepe allhat.

A lokalis adashoz hasonlodan, a szisztémas hatdsok vizsgalatakor is hasonléan hatott
a D-szerin és a D-szerin szintet befolyasold vegyiilet, mely eredmények az
irodalomban kordbban leirt pozitiv kognitiv és prokognitiv viselkedés kisérletekben
tapasztalt hatasukkal is 6sszekapcsolhatoak. Igy a krénikus adés esetén nefrotoxikus
¢s nehezebb agyi penetracioval rendelkez6 D-szerin kivaltasara nagyszeriien
alkalmazhatdak a degradalé enzimjiiket befolyasolo DAAOI vegytiletek.

A két vegyiilet hatasa kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget se a lokalis, se
a szisztémas adasok vizsgalata sordn, tehat az extracellularis D-szerin szint novelése
kozvetleniil és DAAOI segitségével hasonlé mértékben befolyasolta a neuronok
tiizelési aktivitasat, ami a D-szerin kronikus adagoldsa soran 1étrejovd lehetséges
periférias  hatasok miatt eldnyt jelenthet a DAAOI-k szamara a

gyogyszerfejlesztések szempontjabol.

Vonatkozo sajat publikacio:

Nagy, L. V., Bali, Z. K., Kapus, G., Pelsoczi, P., Farkas, B., Lendvai, B., Lévay, G., &

Hernadi, I. (2021). Converging Evidence on D-Amino Acid Oxidase-Dependent

Enhancement of Hippocampal Firing Activity and Passive Avoidance Learning in Rats.

International Journal of  Neuropsychopharmacology, 24(5), 434-445.
https://doi.org/10.1093/ijnp/pyaa095 IF: 5,678
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9. Summary

Introduction, objectives: The number of people living with various neurocognitive
disorders has increased dramatically in the recent decades. This growing trend affects not only
patients but also their environments, the healthcare system and also has economic implications
at a global level. In order to address this problem, numerous research programs have focused
worldwide on elucidating the pathological background of neurocognitive disorders and the
possible pharmacological treatments for the diseases. At present, however, it can be said that
there are still unknown underlying mechanisms in the background of each identified disease
and the range of available pharmacotherapeutic treatments options are not satisfying. The aim
of the experiments in the present research project and PhD thesis was to investigate the effects
of pharmacological compounds which are already on the market or involved in preclinical
research as potential neurocognitive enhancers. The tested compounds had different targets at
the receptor level: NMDA receptor antagonist memantine, alpha7 nACh receptor agonist
(PHA-543613), antagonist (Methyllycaconitin — MLA) and PAM compounds (NS-1738, PNU-
120596, CPDX), as well as D-serine, a compound that binds to the glycine binding site of the
NMDA receptor, and a DAAO inhibitor compound that affects the extracellular level of D-
serine. The brain area investigated in the experiments was the hippocampal region of the rat,
which is essential for memory formation and consolidation, and further mapping and
understanding of this brain region is crucial for the development of effective pharmacological
therapies in neurocognitive disorders.

Methods: Both the local and systemic effects of the tested compounds were investigated
by measuring the extracellular firing activity of pyramidal cells in the CA1 region of the
hippocampus of anaesthetized rats. We measured how the different test compounds affect the
glutamatergic and cholinergic neurotransmission, as the applied experimental protocols were
based on iontophoretic delivery of endogen neurotransmitters (NMDA and ACh). In addition
to NMDA and ACh-induced excitations, the spontaneous firing activity of the pyramidal

neurons was also investigated.
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Results:

I. Thesis: Alpha7 nACh receptor agonist and PAM compounds differentially affect

spontaneous and NMDA-evoked firing activity of hippocampal pyramidal cells.

An antagonistic-like effect of the agonist compound was observed in the study of local
effects, which may be due to the receptor desensitizing effect of the compound, which
is also attributed to possible procognitive and neuroprotective effects.

In contrast, PAM compounds had a clear stimulatory effect on firing activity. This
finding may be due to the facilitating effects of PAM on the natural activity of the

endogenous ACh agonist.

Combined administration of the agonist and the PAM compound additively modulated
neuronal activity compared to their single administration, and the inhibitory effect of the
agonist was reversed by the combined administration of the agonist with PAM. The
results obtained may provide further evidence for the influence of PAM compounds on
desensitization.

Relevant own publication:

Bali, Z. K., Nagy, L. V., Budai, D., & Hernadi, 1. (2019). Facilitation and inhibition of firing

activity and N-methyl-D-aspartate-evoked responses of CA1 hippocampal pyramidal cells by

alpha7 nicotinic acetylcholine receptor selective compounds in vivo. Scientific Reports, 9(1),

9324. https://doi.org/10.1038/s41598-019-45796-7 IF: 3,998

I1. Thesis: The alpha7 nACh receptor-sensitive compounds and memantine modulate the

spontaneous, the NMDA- or ACh-evoked firing activity of hippocampal pyramidal cells

differentially depending on the mechanism of action and the doses applied.

e The highest dose of the registered AK drug memantine tested had only an inhibitory
effect on NMDA receptors, which is consistent with the NMDA receptor inhibitory
effect reported in the literature. The other doses relevant to behavioural experiments
did not modulate NMDA-induced excitations but did affect spontaneous and ACh-
induced firing activity. This result questions the canonically accepted NMDA-
receptor mediated antagonism of memantine behind its previously observed

cognitive enhancer effects.
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e The alpha7 nACh receptor agonist compound had mostly facilitating effect on
spontaneous and ACh-induced firing activity and was characterized by an inverted
U-shaped dose-response curve similar to that previously observed in behavioural
experiments. The specific dose-response curve can be explained by that low doses
of the agonist induce no effect in the central nervous system, whereas high doses do
not induce a stimulatory effect on neuronal function due to receptor desensitization
and receptor binding site occupancy.

e The tested alpha7 nACh receptor PAM compound had a strong stimulatory effect on
ACh-induced firing activity, with no or less effects in the other two firing conditions.
This finding may be due to the agonist-dependent mechanism of action observed
when using PAM compounds.

e When analysing the combined doses, in line with the behavioural results, the
combination of sub-effective doses produced significant increases in firing activity
in every firing condition, while no significant difference in activity was observed for
the high dose combinations. The results with high doses may be due to the off-target
effects of the two compounds. It strongly suggested that clear that alpha7 compounds
could modulate the effect of memantine when administered both at sub-effective low
doses and at high doses, thus these results may provide evidence for an interaction
between the two different compounds.

Planned own publication:
Nagy, L. V., Bali, Z. K., Hernédi, I. Modulation of spontaneous and N-methyl-D-aspartate or
acetylcholine-evoked firing activity of hippocampal CA1 pyramidal neurons by systemically
applied cognitive enhancer compounds in the anesthetized rat (Under consideration for

submission)
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II1. Thesis: D-serine-induces facilitatory effect on firing activity in a large number of the

hippocampal pyramidal cells, both when local and systemic effects are tested

When the local effects of D-serine and DAAOI were investigated, the two compounds
increased the firing activity of pyramidal cells in a similar manner. They were found to
stimulate spontaneous firing activity in the majority of the tested neurons, and also
NMDA-induced firing activity in half of the cases. This phenomenon may be due to the
regulatory role of local neuronal connections within the hippocampus.

As with the local administration, the systemic effects were found to be similar for D-
serine and the compound affecting D-serine levels (DAAOI), which may be linked to
the positive cognitive and pro-cognitive behavioural effects observed in experiments
previously described in the literature. Thus, DAAOI compounds are highly suitable to
replace D-serine as a cognitive enhancer, as D-serine is nephrotoxic and has a lower

level brain penetration, when administered chronically

No significant difference was found between the effects of D-serine and DAAOI
compound, suggesting that increasing extracellular D-serine levels directly and via
DAAOI modulated neuronal firing activity to a similar level, which may give DAAOIs
an advantage for drug development because of the potential peripheral effects of chronic
administration of D-serine.

Relevant own publication:

Nagy, L. V., Bali, Z. K., Kapus, G., Pelsoczi, P., Farkas, B., Lendvai, B., Lévay, G., &

Hernadi, I. (2021). Converging evidence on D-Amino acid oxidase-dependent enhancement

of hippocampal firing activity and passive avoidance learning in rats. International Journal
of Neuropsychopharmacology, 24(5), 434—445. https://doi.org/10.1093/ijnp/pyaa095 IF:
5,678
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11. Koszonetnyilvanitas

EzGton szeretném koszonetemet kifejezni mindazoknak, akik a disszertaciohoz

szlikséges kisérletek és a dolgozat elkésziilésében szakmailag vagy személyesen tamogattak.
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tamogatasukat.
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PTE Transzlacioés Idegtudoményi Kutatocsoport vezetdjeként megteremtette a lehetdséget,
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tamogattak a kutatoi palyan.

Kutatocsoportunk tagjai koziil rendkiviil halds vagyok Dr. Bali Zsolt Kristoftnak, aki
diakkoros palyafutasom legeleje Ota segitette tudomanyos fejlodésem, a laboratdériumi munka
minden apré [épésébe valo bevezetéstdl, a statisztikai probakon at, a tudomanyos cikkek irdsaig.

Kiilon kdszondm Bruszt Noranak, akinek barati tdimogatasara barmikor szamithattam.

Rajtuk kiviil kdszonetet mondanék allatgondozdnknak, Antal Janosnénak, akinek alapos
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aki az altala fejlesztett elektrodok kutatdcsoportunknak ajandékozasaval sok segitséget nyujtott
a kisérletek elvégzéséhez. Valamint a Richter Gedeon Nyrt.-nek, hogy az altaluk
szabadalmaztatott alfa7 nACh-receptor PAM vegyiiletet kutatocsoportunk rendelkezésére

bocsajtotta.

Végiil, de nem utols6 sorban mérhetetlen koszonettel tartozom sziileimnek, férjemnek
¢s barataimnak, hogy tamogatasukkal ¢€s biztatasukkal végig kisértek és mellettem voltak a PhD
fokozat eléréséhez vezetd hosszu uton. Valamint végtelen szeretettel kdszondm 1jsziilott
fiamnak, Ferenc Karolynak, hogy még szebbé és igazan felejthetetlenné tette a PhD beadas és

védések korili idoszakot.
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13. Mellékletek

1. sz. melléklet

A PHA-543613 és az MLA (A, B), valamint a PNU-120596 és az NS-1738 (C) lokalis
hatasanak reprezentativ felvételeibdl szarmazo hippocampalis piramissejtek tiizelési aktivitas
hisztogramjat mutatja. A jobb oldali betétek nyers elektrofiziologiai felvételt mutatjdk
(extracellularis egy-sejt elvezetés hullamalakja), amelyet az adott kisérleti {ilésben rogzitettiink.
A C panel also betétje a nyers elektrofiziologiai felvételt mutatja a hozz4 tartozo felvétel részlet

vizszintes tengelyén jelolt id6ablakban.
2. sz. melléklet

Az alfa7 nACh-receptor agonista PHA-543613 ¢s a PAM NS-1738 hatdsainak 6sszehasonlitasa
onalldo és kombindlt lokalis iontoforetikus addsuk sordn. A bemutatott tiizelési aktivitas
hisztogramok tipikus eseteket mutatnak azon neuronokra, melyek tiizelési aktivitds
novekedéssel (A) vagy tilizelési aktivitas csokkenéssel (B) reagaltak a PHA-543613
iontoforetikus adasara. A bal oldali betétek nyers elektrofiziologiai felvételt mutatjak

(extracellularis egy-sejt elvezetés hullamalakja), amelyet az adott kisérleti {ilésben rogzitettiink.
3. sz. melléklet

A lokalisan iontorofézis technikajaval beadott D-szerin és CPD30 (CPD) hatasa a
hippocampalis CA1l idegsejtek spontan és NMDA-val kivaltott tiizelési aktivitdsara. A
bemutatott reprezentativ felvételek tiizelési aktivitas hisztogramokat dbrazolnak a D-szerin (A)

¢s a CPD30 (B) beadasa utan.
4. sz. melléklet

Reprezentativ elektrofiziologiai felvételek a D-szerin és a CPD30 vegytilet tipikus hatasarol a
hippocampélis CA1l piramissejtek tlizelési aktivitasara a szisztémas beadast kovetden. A
tiizelési aktivitas hisztogram feletti jelolések az NMDA ismétlddo, lokalis iontoforetikus adasat
jelzik. A nyil azt az idépontot jelzi, amikor a D-szerin (A) és a CPD30 nevii vegyiilet kiilonb6z6

dozisai (B, C) SC injekcié formdjaban beadasra kertiltek a patkdnynak.
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1. sz. melléklet

A)
NMDA
! il
100s
B)
NMDA
: 100s
)
NMDA

45 spikes/s

i L

PHA-543613

PHA-543613

PNU-1205%6

I

Mmﬂm" mh.lh&lll]nlu_

NMDA

MLA

LMW,,,WNIMW

MLA

NS-1738

Y

N5-1738

I
2 [ ‘,-"""ww| Al
W |

50 pv L“l !
Sms
||
, flll r-‘*h T
~Angt ‘ r\"lb |‘ IJII“’ I\..!u’\ \n
50 pv ‘_H"' V
Ims

111




2. sz. melléklet
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3. sz. melléklet
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4. sz. melléklet
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